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Untersuchungen iiber den Blutzucker. 


X. Mitteilung: 
Uber die Verteilung der Glucose auf Plasma und Blutkérperchen, 


Von 
Peter Rona und Margot Sperling. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 8. Juni 1926.) 


Der Zweck der vorliegenden Untersuchung war, die Verteilung 
des Traubenzuckers auf Plasma und Formelemente bei; alimentarer 
Hyperglykamie unter sonst normalen Bedingungen und unter Insulin- 
wirkung zu untersuchen. 

I, 

Die angewandte Methode war die folgende. Den Kaninchen wurden 
nach der Niichtern-Blutentnahme 15 bis 20 g Traubenzucker ,,Kahlbaum“, 
in etwa 60 ccm Wasser gelést, mit der Schlundsonde gegeben. Die Versuchs- 
personen aBen nach der ersten Blutentnahme 125g Rohrzucker. Sofort nach 
der Blutentnahme, die in den in den Protokollen angegebenen Zeitraumen 
erfolgte, wurden die Hamatokritréhrchen mit dem mit FNa versetztem 
Blute gefiillt und bis zur Volumenkonstanz zentrifugiert. Die Blutentnahme 
betrug durchschnittlich 1,5cem. In dem Plasma und in dem Vollblut 
wurden der Gehalt an reduzierender Substanz nach der Methode von 
Hagedorn-Jensen bestimmt und der Traubenzuckergehalt der Form- 
elemente aus den ,Analysenbefunden nach folgender Gleichung berechnet: 

‘1 100 VBZ — PLZ. PL-Vol. 
FZ = se: 
F-Vol. ; 

wobei bedeutet : 

FZ = Formelementzucker, d.h.Milligramm Zucker in 0,1 cem Formelemente. 
VBZ = Vollblutzucker, d. h. Milligramm Zucker in 0,1 cem Vollblut. 
PLZ = Plasmazucker, d. h. Milligramm Zucker in 0,1 cem Plasma. 
F-Vol. = Prozent Volumenanteil der Formelemente im Vollblut. 

Pl-Vol. = Prozent Volumenanteil des Plasmas im Vollblut. 


Samtliche Zahlen in den Tabellen sind Mittelwerte aus zwei gut 
iibereinstimmenden Analysen. 

Das Ergebnis der ersten Reihe der Untersuchungen, die die Ver- 
hiltnisse bei der Hyperglykaimie ohne Insulinwirkung priiften, ist in 
den Tabellen I und II wiedergegeben. 
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Tabelle I. 
Ohne Insulin mit alimentarer Hyperglykamie. 
1 2 3 4 5 6 7 
= Glucose in 0,1 ccm Das Blut Die Glucose- 
a . . enthalt konz. ist in den 
7 Versuchsanordnung Voll- Plasma Forms Form: Formelementen 
¢ blut l te el te um Proz. gering. 
a mg mg mg Vol.Proz. als im Serum 
7 Kaninchen 2, 2200 g. 
| Etwa 18 Stdn. niichtern. 
1. Blutentnahme 10515’ 0,113 0,117 0,102 27 12,3 
30 g Glucose in etwa 100 ccm Aq. 
per Magensonde. 
2. Blutentnahme 11h00’ 0,183 0,221 0,080 27 63,8 
3. +: 11 45 0.217 | 0,224 0,197 26 12,05 
| 4, 7 12 30 0,221 0,252 0,101 20,5 59,9 
5. ‘. 115 0,211 0,242 0,145 30,5 39.6 
8 Kaninchen 2. 
Etwa 18 Stdn. niichtern. 
1. Blutentnahme 11515’ 0,114 0,130 0,076 26 415 
15g Glucose in etwa 100 ccm Aq 
2. Blutentnahme 1215" 0,142 0,149 0117 22 21,5 
13. . 115 0,162 0,173 0,132 27 23,7 
4. “ 200 0,198 0,211 0,152 22 28.0 
5. 245 0,180 0,198 0,108 20 45,5 


” 


9 Kaninchen 1, 2500 g. 
Etwa 18 Stdn. niichtern. 











1. Blutentnahme 10515’ 0,118 0,118 0,118 21 0 
15g Glucose in etwa 100 com Aq. 
2. Blutentnahme 11415’ 0,227 0,260 0,138 27 46.9 
3. A 12 15 0,186 0.219 0,069 22 54.4 
! 4. Ms 115 0,158 0,202 0,0018 22 99.8 
! 5. - 215 0,146 | 0,176 0,062 26 64,8 
12 | Kaninchen 1. 
Etwa 18 Stdn. niichtern. 
1. Blutentnahme 11415’ 0,098 | 0,114 0,034 20 70,2 
Glucose in 60 ccm Aq. 
2. Blutentnabme 12b15’ 0,193 | 0,222. 0,115 27 48.2 
3. bs 100 0,166 0, "205 0,022 215 89.3 
4. = 200 0,149 | 0,170 | 0,078 23 54,1 
5. - 2 45 | 0,142 0. 161 0,071 21 55,9 
13 Kaninchen 2. 
Etwa 18 Stdn. niichtefn. | 
1. hy ee nahme 10b15’)| 0,113 | 0,128 | 0,074 26 42.2 
Glucose in 530 com Aq. 
: Biseotanine 1 Ib 15’ 0,180 | 0,201 | 0,119 26 40,8 
2 12 15 | 0,139 | 0,168 | 0,045 23 73,2 
r 1 15 0,136 | 0,150 0,088 22 41,3 
5. a 2 30 | 0,128 | 0,136 | 0,100 21 26.5 
14 Kaninchen 1. 
Sicherlich nicht niichtern. 
1. Blutentnahme 10hb30') 0,134 0,172 | 0,024 25,5 86,0 
15g Glucose in 15 ccm Aq. | 
2. Blutentnahme 11530’) 0,222 | 0,266 | 0,082 27 68,8 
3. . 12 30. 0,216 0.239 | 0,125 20 60,0 
4. ‘a 1 30 | 0,179 0.210 | 0,065 21,5 69,1 
5. 230 0,163 | 0,174 0,130 | 25 25.3 
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Tabelle I (Fortsetzung). 








1 2 3 4 5 6 7 
= Glucose in 0,1 ccm Das Blut Die Glucose. 
2 s Versuch d Voll- Forms ——. —_ ies — bang 
$2 a blut Plasma elemente elemente an eonanaiae 
& mg mg mg Vol.Proz. als im Serum 
15 Kaninchen 2, 
Etwa 18 Stdn. niichtern. 
1. Blutentnahme 10h00’' 0,121 0,139 0,072 27 48.2 
15g Glucose in 50ccm Aq 
2. Blutentnahme 11500 0,213 0,259 0,070 24,25 73,0 
3. . 12 00’ 0204 0,229 0,136 26.5 40.6 
4. m 115 0,167 0,179 0,128 23,5 28,5 
5. as 230 0,153 0,170 0,102 25 40,0 
17 Kaninchen 2. 
Nicht niichtern. 
1. Blutentnahme 10630’ 0,133 0,149 0,050 16 66.4 
15g Glucose in 50 ccm Aq. 
2. Blutentnahme 11430’ 0,230 0,270 | 0,058 19 78,5 
3. “ 12 45 0,222 0246 0,106 17 56,9 
4. a 1 30 0,186 0,205 0,108 19.5 47,3 
5. a 230 0,154 0,182 0,023 17,5 87,4 
18 Kaninchen 3, 2300 g. 
Nicht niichtern. 
1. Blutentnahme 10430’ 0,188 0,214 0,114 26,25 46,7 
15g Glucose in 50ccm Aq. 
2. Blutentnahme 11430’), 0,275 0,331 | 0,142 29.5 56,8 
3. - 12 30) (0,248 0,286 0,153 28.5 46,2 
4, 1 30 | 0,233 «40,271 0,123 26 54.6 
5. 230 0,181 0,200 0,138 27,5 31,0 
Tabelle II. 
1 2 3 4 5 6 7 
= Glucose in 0,1 ccm Das Blut Die Glucose 
3. Vv +h 4 Voll- an wy fees. ist in den 
$2 sss a a blut | Plesm@ ciemente | elemente Ly yo] 
& mg mg mg VolsProz. als im Serum 
5 Fri. S, 
8h Tee, ein Butterbrot. 
1. Blutentnahme' 11550’ 0,105 | 0,123 | 0,064 30,25 479 
125g Rohrzucker per os. | 
2. Blutentnahme 12540’ 0,093 | 0,095 | 0,089 27 6.3 
3. ° 115 0,123 | 0,140 | 0,096 38,75 3 5 
1] Fri. S. 
8h Tee, Butterbrétchen. 
1. Blutentnahme’ 11515’ 0,110 | 0,122 | 0,083 30,5 32 
125g Rohrzucker per os. 
2. Blutentnahme 12h15' 0,126 | 0,137 0,107 36.5 22 
3. - 100 0,162 0,168 0,149 31,5 11,3 
4. H 200 0,126 0,142 | 0,077 24.5 458 
5. » 3 00 0,121 | 0,129 0,103 315 20,2 


17* 
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Uber die einzelnen Versuche ist folgendes zu bemerken: 


Kaninchenversuche. 


Protokoll 7. Nach der verhaltnismaBig hohen Zuckergabe (30 g Trauben- 
zucker in 100 cem Wasser) ist 40 Minuten spater der Zuckergehalt des Plasmas 
um fast 100 Proz. des im niichternen Zustande entnommenen Bluts 
gestiegen, waihrend der Zuckergehalt der Formelemente sogar zuriick- 
gegangen ist (siehe auch Protokoll 15). Bei der dritten Blutentnahme ist 
auch der FZ stark angestiegen, bei der vierten trotz steigendem PLZ auf 
den Niichternwert gefallen. 45 Minuten spater ist die Kurvenrichtung 
umgekehrt: VBZ und PLZ nehmen ab, der FZ zu. 

Protokoll 8. Im Verlauf der Hyperglykamie steigt der Zuckergehalt des 
Plasmas mehr als der der Formelemente. Bei der (physiologischen) Ent- 
zuckerung geben die Formelemente den Zucker schneller ab als das Plasma. 
Da8B das Volumenprozent der Formelemente trotz steigendem Zuckergehalt 
anfangs fallt, wurde an mehreren Fallen beobachtet (vgl. Protokoll 15, 21, 
23, 24, 27, 29). 

Protokoll 9. 1 Stunde nach der Zuckergabe hat die Hyperglykimie den 
Hoéchstpunkt erreicht, wie iibrigens in den meisten Versuchen. Bei der 
vierten Blutentnahme sind die Formelemente fast zuckerfrei (0,0018 Proz.), 
bei noch andauernder Hyperglykamie. 1 Stunde spater ist der Zuckergehalt 
der Formelemente auf 0,062 Proz. gestiegen, wihrend der PLZ abnimmt. 

Protokoll 12. 2 Stunden nach der Zuckergabe ist der FZ um 89,3 Proz. 
geringer als der PLZ, steigt dann wieder an.! 

Protokoli 13. Ahnliche Kurve wie Protokoll 9: nach starker Entzuckerung 
der Formelemente steigt ihr Zuckergehalt wieder, so daB von der dritten 
Stunde die Kurven fiir PLZ und FZ konvergieren. 

Protokoll 14, Die Zuckeranreicherung in den Formelementen dauert 
noch in der zweiten Stunde an, waihrend der PLZ schon abnimmt. Die 
Kurven konvergieren also zwischen der zweiten und dritten Stunde (siehe 
auch Protokoll 15, 17, 18) und wieder zum SchluB (siehe auch Protokoll 7, 
18, 13). 

Protokoll 15. Abnahme des Volumenanteils der Formelemente bei 
steigendem VBZ und fallendem FZ. Erst, wihrend der VBZ nach der 
ersten Stunde den héchsten Wert erreicht hat und langsam sich verringert, 
steigt der FZ stark an (s. auch Protokoll 17) und sinkt nach der dritten 
Blutentnahme. 

Protokoll 17. Anstieg des FZ ahnlich wie in Versuch 15; Zuckerabgabe 
aber in kiirzerer Zeit und in gréBerem AusmaBe als im Plasma. 

Protokoll 18. Langsamer Anstieg des FZ; nach Zuckerabgabe in der 
dritten Stunde steigt der FZ in der vierten Stunde bei fallendem PLZ. 


Versuche an Menschen. 


Protokoll 5. Der Verlauf der Kurven zwischen erster und zweiter Blut- 
entnahme entspricht den meisten Tierkurven am Ende der alimentiren 
Hyperglykaimie. Der Zuckeranstieg im Plasma geht auch hier steiler als in 
den Formelementen. 

Protokoll 11. Der Anstieg der Zuckerkonzentration dauert bis zur 
dritten Stunde. Dann geben die Formelemente Zucker in groBem AusmaBe 
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ab unter Verminderung ihres Volumenanteils. Sie nehmen aber gleich 
wieder Zucker auf, so daB zum Schlu8 die Kurven fiir PLZ und FZ wieder 


konvergent sind, 

Mensch und Tier (Kaninchen) zeigen, wie aus den mitgeteilten 
Versuchen ersichtlich, nach der Glucoseaufnahme eine Zunahme des 
Blutzuckers, die sich in verschiedener Weise auf Plasma und 
Formelemente verteilt. Immer liegt der Wert fiir FZ unterhalb 
des Wertes fiir VBZ und PLZ, beim Niichtern- wie auch beim 
Héchstwert. Der Héchstwert beider Blutbestandteile liegt fast immer 
1 Stunde nach der Zuckergabe. Nur bei sehr starker Hyperglykimie 
und wenn die Niichternwerte von PLZ und FZ eine groBe Differenz 
zeigen, steigt der Blutzucker noch 1 Stunde linger als der PLZ 
(s. Protokoll 14, 15, 17, 18). Ein zweiter Befund, der bei allen Versuchen 
der Reihe zu verzeichnen ist, ist, daB der Zuckerzuwachs im Plasma 
und in den Formelementen nicht gleich ist. Wahrend VBZ und PLZ 
in steilem Winkel ansteigen, vollzieht sich die Zuckeranreicherung der 
Formelemente viel langsamer und in geringerem Grade. Beim Abfall 
der Kurve tritt der umgekehrte Vorgang ein: PLZ und VBZ fallen 
langsamer als FZ. Die Formelemente geben also in diesen Versuchen 
den Zucker schneller ab, als sie ihn aufnehmen. Haufig stiirzt der 
FZ-Wert nach einem Maximum steil ab (s. Protokolle 9, 10, 12, 13, 17), 
geht aber dann, wihrend PLZ und VBZ langsam abnehmen, wieder 
aufwarts (Protokolle 7, 12, 13, 18). 

Die Versuche an Menschen und an Kaninchen weisen keine 
prinzipiellen Unterschiede des Kurvenverlaufs auf. 


Il. Verteilung des Zuckers auf Plasma und Formelemente unter Insulin. 


A. Nach alimentdrer Hyperglykdmie. 

Die Hyperglykimie wurde wie oben durch Glucoselésung mit der 
Magensonde erzeugt. 1 Stunde spiter wurde eine Blutentnahme vor- 
genommen (zweite Blutentnahme der Protokolle) und gleich danach 
Insulin subkutan gespritzt. Die iibrige Versuchsanordnung war wie 
oben angegeben. 

Kaninchenversuche. 

Protokoll 20. Trotz angeblicher Niichternheit zeigt das Tier wieder 
einen so hohen Anfangswert wie in Protokoll 18. (Es starb beim nachsten 
Versuch nach der Zuckergabe.) Die Hyperglykamie ist noch nach der 
fiinften Blutentnahme sehr stark, aber die Verteilung des Zuckers auf 
Plasma und Formelemente zeigt einen Unterschied gegeniiber den Versuchen 
ohne Insulin: der PLZ ist in den 30 Minuten zwischen vierter und fiinfter 
Entnahme um etwa 10 Proz. gefallen, der FZ gar nicht. Das tritt noch deut- 
licher bei der letzten Blutentnahme (34% Stunden nach der Insulingabe) in 
Erscheinung. Der VBZ entspricht dem Anfangswert; er ist, wie PLZ nach 
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Tabelle III. 
Versuche mit Insulin und alimentarer Hyperglykamie. 
1 2 3 4 5 6 7 
= Glucose in 0,1 com Das Blut Die Glucose- 
&. - . Voll a — ——. Na in den 
> ersuc oO ols orms orm: F 
- — blut Plasma elemente elemente ee aie. 
—- meg mg mg Vol.Proz. als im Serum 
20 Kaninchen 3. 
Angebl. 18 Stdn. niichtern. 
1. Blutentnahme 9h15’) 0,193 0,204 0,167 28,75 18,1 
17g Glucose per os, 
2. Blutentnahme 10515’) 0303 0,355 0,176 29 50.4 
0,5 E. Insulin Tetewop 10 30 
3. Blutentnahme 11 00 | 0,341 0,385 0,248 31,5 35,6 
4. _ 11 30 0,309 0,365 0,174 29,25 52.3 
5. 2 12 00 0.298 0335 0,174 23 48,1 
6 " 200 0,195 0,188 0,213 27,75 — 13,3 
21 Kaninchen 2. 
Etwa 18 Stdn. niichtern. 
1. Blutentnahme 10530’ 0,106 0,115 0,067 19 417 
18g Glucose in 60ccem Aq. 
2. Blutentnahme 11530’) 0,242 0,273 0,091 17 66,6 
1E. Insulin Tetewop subkutan. | ~ 
3. Blutentnahme 12b00') 0.215 0,236 0,123 18,75 47.9 
4. ia 12 30 | 0,201 0,217 0,129 18,5 40.5 
5. ns 230 0,100 0,088 0,156 17,5 — 61,4 
22 Kaninchen 2. 
Angebl. 18 Stdn. niichtern. 
1. Blutentnahme 10650’) 0,123 0,135 0,082 22 39,4 
15g Glucose in 60cem Aq. 
2. Blutentnahme 12h15'| 0,238 0,258 0,176 24.5 31,8 
1E. Insulin Tetewop subkutan. 
3. Blutentnahme 1b15’ 0,163 0,184 0,080 20 56,5 
4. . 230 0,121 0,105 0,161 23.5 — 53.6 
23 Kaninchen 4, 4300 ¢. 
Niichtern. 
1. Blutentnahme 10630’ 0,107 0,137 0,075 31,5 48,8 
15g Glucose in 60cem Aq. 
2. Blutentnahme 11530’ 0,131 0,144 0,101 26,2 25,7 
0,5E. Insulin Kahlbaum. 
3. Blutentnahme 12h30’ 0,098 0,080 0,146 7 — 825 
4. = 1 30 0,085 0,075 | 0,112 27 — 493 
5. a 230 0,080 0,089 0,054 26 39,3 
24 Kaninchen 5, 4200 g. 
Etwa 18 Stdn. niichtern. 
1. Blutentnahme 10615’, 0,099 | 0,115 0,058 28,1 49.6 
15 g Glucose in 60ccm Aq. 
2. Blutentnahme 11415’) 0,210 0,232 0,153 27,5 34,1 
1 E. Insulin Kahlbaum subkutan. 
3. Blutentnahme 12515’ 0,135 0,151 | 0,092 27,25 39,8 
4. a 115 0,105 0,101 | 0,118 23,4 — 16,8 
5. 145 0,110 0,131 0,055 27,75 59.9 
6. 230 0,114 | 0,129 | 0,077 —-:28,75 40,3 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





1 2 3 4 5 6 7 
= Glucose in 0,1 ccm Das Blut | Die Glucose. 
; ‘ " . — = — — ot in den 
- chs o q olle orms orm: 
=Z ‘igte lee blut Plasma elemente | elemente on en ae. 
& mg mg mg Vol.Proz.| als im Serum 
27 Kaninchen 4. 
Etwa 18 Stdn. niichtern. 
1. Blutentnahme 10h30’) 0,099 | 0,113 | 0,077 38.5 319 
15g Glucose in 60ecm Aq. 
2. Blutentnahme 11630’! 0,169 0,187 | 0,117 25,75 37.4 
1,5 E. Insulin Kahibaum subkutan. 
3. Blutentnahme 12h30' 0.099 0,103 | 0,088 26.75 14.6 
4. . 1 30 | 0,099 0,094 | 0,114 28,4 —213 
5. a 230 0113 0,119 | 0,099 29.5 17,2 
29 Kaninchen 4. 
Angebl. 18 Stdn. niichtern. 
1. Blutentnahme 10515’ 0,138 0,145 | 0,121 29 16.5 
20 g Glucose in 60 cem Aq. 
2. Blutentnahme 11415’ 0,253 0,295 | 0,128 25 56,5 
1,5E. Insulin Kahlbaum subkutan. 
3. Blutentnahme 12h15' 0,150 0,159 | 0,127 27.5 20.1 
4. 4 1 15’ 0,134 0,133 | 0,136 24,25 — 2,25 
5. . 230 0,088 0,086 | 0,094 26 — 93 





dem Hoéchststand der Hyperglykimie, kontinuierlich gefallen. Aber der 
Zuckergehalt der Formelemente ist gestiegen, so da8 sie zuckerreicher als 
Vollblut und Plasma sind; ein Befund, der in den Versuchen ohne Insulin 
nie zu verzeichnen war, aber bei ausgesprochener Insulinwirkung konstant 
auftritt. 

Der prozentuale Volumenanteil der Formelemente verringert sich 
zwischen der dritten und fiinften Blutentnahme (% bis 1% Stunden nach 
Insulingabe) von 31,5 bis 23, am meisten zwischen vierter und fiinfter, 
obgleich der FZ gleichbleibt. 

Protokoll 21. Der FZ steigt standig, wihrend PLZ und VBZ nach der 
Insulingabe steil abfallen, steiler als bei der Entzuckerung ohne Insulin, 
So ist zum Schlu8 (2 Stunden nach der Insulingabe) der FZ doppelt so hoch, 
aber der PLZ um etwa 23 Proz. geringer als im Niichternwert. Die Glucose- 
konzentration ist’also um 61 Proz. hSher als im Plasma. 

Protokoll 22. Der FZ fallt zunachst wie in den Versuchen ohne Insulin 
beim Abklingen der Hyperglykamie, steigt dann aber iiber den VBZ und PLZ. 

Protokoll 23. Die verhaltnismaBig kleine Glucosegabe (etwa 3,5 g auf 
1 kg Tier) hat nur eine geringe Hyperglykamie zur Folge. Die Entzuckerung 
nach Insulin ware kaum von der physiologischen zu unterscheiden, wenn 
nicht nach der Insulingabe bis zur dritten Stunde der FZ den PLZ um einen 
bedeutenden Prozentsatz iibertreffen wiirde. Zum SchluB des Versuchs 
steigt der Plasmazucker wieder an (siehe auch Protokolle 24, 28, 27, 30, 31). 

Protokoll 24. Auch hier ein Verlauf der FZ-Kurve, der ahnlich bei den 
Versuchen ohne Insulin vorkommt (z. B. Protokoll 12), aber nicht unterhalb 
der PLZ-Kurve bleibt wie dort, sondern sich mit ihr kreuzt (vierte Blut- 
entnahme 2 Stunden nach Insulingabe). Die Richtung der Volumenprozent- 
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kurve der Formelemente entspricht nach Insulingabe der PLZ-Kurve 
(siehe auch Protokolle 21, 33), d. h. mit steigender Blutkonzentration 
(Fliissigkeitsabgabe aus dem Blute) ist in dem Plasma eine Zucker- 
konzentrationssteigerung. Dies ist aber sowohl ohne wie mit Insulin der 
seltenere Befund am Schlu8 der Versuche (siehe hingegen Protokolle 9, 11, 
12, 14, 20, 22, 35, 39, in denen der FZ steigt mit steigendem Volumen- 
prozentanteil der Formelemente, wahrend der PLZ fallt). 

Protokoll 27. Auch hier ausgesprochen mehrphasiger Verlauf der FZ- 
Kurve mit Uberschneidung der PLZ-Kurve bei der vierten Blutentnahme. 
Bei diesem Versuchstier vermindert sich stets nach der ersten Blutentnahme 
der Volumenprozentanteil der Formelemente trotz steigendem Plasma- 
zucker, was bei Tier 2 auch manchmal beobachtet wurde. 


Protokoll 29. Der FZ steigt kaum waihrend der Dauer der Hyperglykamie, 
geht dann aber in der zweiten Stunde nach Insulingabe bei fallendem PLZ 
aufwarts, um dann gemeinsam mit dem PLZ abzusinken. Ob hier die 
Verteilungswirkuny des Insujins durch die hohe Zuckergabe vermindert 
oder aus dem gleichen Grunde die Insulinwirkung in gréBerem AusmaBe 
erst spaiter auftritt, sei dahingestellt. 


B. Verteilung des Zuckers auf Plasma und Formelemente unter Insulinwirkung 
ohne experimentelle Hyperglykdmie. 


a) Versuche an normalen Kaninchen. 


Die Versuche wurden an nichtniichternen Tieren ausgefiihrt (etwa 
2 Stunden nach der Fiitterung), um toxische Wirkungen des Insulins 
zu vermeiden. Nach der ersten Blutentnahme wurden 0,5 bis 1,5 Ein- 
heiten Insulin subkutan gespritzt. AuBer einer leichten Dyspnoe wurden 
selbst bei ausgesprochener Hypoglykimie keine Symptome des Hyper- 
insulinismus beobachtet. 


Protokoll 28. Der VBZ sinkt kontinuierlich, der PLZ sinkt bis zur letzten 
Blutentnahme, um hier um mehr als 10 Proz. zu steigen. Dem Plasma ent- 
gegengesetzt verhalten sich die Formelemente: ihr Zuckergehalt steigt bis 
zur dritten Stunde nach der Insulingabe; dann geben sie in staérkerem MaBe 
Zucker ab, ahnlich wie nach der Hyperglykamie in Protokollen 7, 9. 


Protokoll 30. 1 Stunde nach der Insulingabe hat der Zuckergehalt 
beider Blutkomponenten erhebligh abgenommen, aber der der Form- 
elemente weniger als der des Plasmas, so da8 die Kurven sich wieder kreuzen. 
Der Wert des Plasmazuckers ist bei der zweiten Blutentnahme gleich dem 
bei der dritten. Trotz steigender VBZ-Werte und kaum veranderten 
Hamatokritwerten; die Abnahme der Hypoglykamie ist also lediglich dem 
ansteigenden FZ zuzuschreiben. Das dauert aber nur bis zur nachsten 
Blutentnahme. Dann wird das Verteilungsverhaltnis wieder ahnlich dem 
ohne Insulin. 

Protokoll 33. Bis zur dritten Blutentnahme (2 Stunden nach der Insulin- 
gabe) nimmt PLZ und VBZ und auch der FZ ab. Das Verhiltnis von 
PLZ und FZ ist groBen Schwankungen unterworfen, so da8 die Kurven 
sich in jeder Stunde wieder schneiden. Am Schlu8 des Versuchs steigt 
PLZ und VBZ und der FZ fallt. 
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Tabelle IV. 
Versuche mit Insulin ohne alimentére Hyperglykamie. 








1 2 3 4 5 6 7 
ry Glucose in 0,1 ccm Das Blut Die Glucose: 
s ; , . : enthalt konz. ist in den 
=z Versuchsanordnung Voll. Plasma Forms Form: Formelementen 
. blut te um Proz. gering. 
a mg mg mg Vol«Proz.| als im Serum 
a) Bei Kaninchen, 
28 Kaninchen 5. 
Nicht niichtern (?). 
1. Blutentnahme 10h20’) 0,108 0,128 | 0,066 32 48.4 
0,5 E. Insulin Kahlbawm subk. *). 
2. Blutentnahme 11430’ 0,097 0,105 0,078 27,5 25,7 
13. . 12 30 0,090 0,088 0,096 24.5 — 91 
4. a 200 0,083 0,103 0,019 23,75 81.6 
30 Kaninchen 5, 
Nicht niichtern. 
1. Blutentnahme 10b20’) 0,121 0,129 | 0,093 22.5 27,9 
1 E. Insulin Kahlbaum subk. **). 
2. Blutentnahme 11520’ 0,057 0,055 0,064 22,5 — 16,5 
3. . 12 20 0,064 0,055 0,096 22 — 74.5 
4. ja 120 0,081 0,088 0,053 20 39.8 
5. ‘“ 230 0,097 0,112 0,044 21,9 60,7 
33 Kaninchen 5. 
Nicht niichtern. 
1. Blutentnahme 9b45' 0,115 0,122 0,096 25,1 212 
1,5E. Insulin Kahlbaum subk. ***). 
2. Blutentnahme 10b45’' 0,045 | 0,043 0,051 24,3 — 18,6 
3. “. 11 45 0,033 | 0,038 | 0,015 21,25 60.5 
4. ke 12 45 0,051 0,042 | 0,086 22 —105 
5. i 200 0,058 | 0,065 0,035 23,25 46,2 
Be Kaninchen 2, 2200 g. 
Nicht niichtern. 
1. Blutentnahme 10645’ 0,112 0,119 | 0,084 20,25 29.4 
0,5 E. Insulin Kahibaum subkutan. 
2 Blutentnahme 11545’ 0,041 0,036 0,062 19.5 — 72,2 
3. a 12 45 0,027 0,019 | 0,066 17, ~247.0 
4. a 1 45 0,022 0,026 0,004 18,15 84.6 
1 5. i 230 0,053 0,047 0,091 13,75 — 93,5 
35 | Kaninchen 4, 4300g. 
Nicht niichtern. 
| 1. Blutentnahme 10615’) 0,109 | 0,112 | 0,100 24 20,0 
| 1,5 E. Insulin subkutan. 
\| 2. Blutentnahme 11515’ 0,079 | 0,076 | 0,072 23 5,25 
13. # 12 15 0,069 0,062 | 0,091 21,9 — 44,4 
4. . 115 0,077 | 0,065 0,114 24.4 — 56,9 
5. a 215 0,085 0,092 0,060 22 348 


*) D.h. 0,12 E. pro kg Kérpergewicht. 
SDAGQHE . . ° 
“*=—JOR GE... ° 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 
1 2 3 4 5 6 7 
e Glucose in 0,1 com Das Blut Die Glucose. 
Bw y Kee Voll F — konz. ist in den 
=) s y orm:. . 

_ eS blut Plasma elemente dimante ee. 
- mg me mg | VolsProz. als im Serum 
b) Bei normalen Menschen. 

36 Dr B., etwa 60kg. 
Nicht niichtern. 
1. Blutentnahme 9h50’ 0,104 | 0,107 0,100 40 6,54 
3 E. Insulin Kahlbaum subkutan. 
2. Blutentnahme  10b50’|| 0,083 | 0,088 0,074 34,25 15,9 
3. 11 20 | 0,084 | 0,088 0,076 31,25 13,6 
4. al 12 20 | 0,076 | 0,083 0,063 35,25 24.1 
37 Dr. L., etwa 80 kg. 
Nicht niichtern. 
1. Blutentnahme 9h50’ | 0,119 0,123 0,110 34,25 10,6 
4E. Insulin Kahlbaum subkutan. 
2. Blutentnahme 10h35’ | 0,094 | 0,103 0,077 34 25,2 
3. ‘ 11 35 | 0,093 | 0,102 | 0,077 36 245 
4. a 1 05 | 0,091 | 0,099 0,077 36,25 22.2 
38 Dr. A. 
Nicht niichtern. : 
1. Blutentnahme 955’) 0,086 | 0,094 0,068 30,5 27,7 
5E. Insulin Kahlbaum subkutan. | 
2. Blutentnahme 10h25’ || 0,086 | 0,082 0,094 33 — 146 
3. 2 11 10 | 0,076 | 0,082 0,065 34,1 20,7 
4. ~ 12 40 | 0,072 | 0,076 | 0,063 29,25 17,1 
39 | Dr, L. 
Nicht niichtern. 
1. Blutentnahme 9b45’ || 0.117 | 0,128 0,098 36,2 23,4 
6 E. Insulin Kahlbaum subkutan. 
2. Blutentnahme 10615’) 0,107 | 0,107 0,107 29,2 0 
3. 11 40 | 0,091 | 0,094 0,084 30.5 10,6 
4. 1 10 | 0,096 | 0,090 0,107 36,2 — 189 
c) Versuche an diabetischen Patienten. 
19 || Pat. M., 16 Jahre, 30. I. | ! 
Kein Zucker im Urin, | 
keine Acidose. Ikterus. | 
Etwa 15 Stdn. niichtern. 
1. Blutentnahme 9525’) 0,502 | 0,572 | 0,369 33 35,5 
20 E. Insulin Welcome 9 30 
2. Blutentnahme 10 00 | 0,502 0,572 | 5,353 31,75 38,3 
3. m 10 45 | 0,341 0,356 | 0,307 30 13,75 
25 | Pat. M., 16 Jahre, 31. ITT. || 
Kein Zucker im Urin, | 
keine Acidose. 
Etwa 15 Stdn. niichtern. 
1. Blutentnahme 9h15’' 0,417 0460 0,326 32,25 29.1 
20 E. Insulin Welcome subkutan. 
2. Blutentnahme 10h15’' 0,394 | 0,409 | 0,363 32 11,25 
3. 10 50 0,347 0,319 | 0,403 33,25 — 26,3 


” 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 





1 2 3 4 5 6 7 
2 Glucose in 0,1 com Das Blut Die Glucose 
= 2 . enthalt konz. ist in den 
4s Versuchsanordnung Vole | pigsma _ Form Forms = Formelementen 
=4 blut elemente eclemente um Proz. gering. 
a mg mg mg Vol«Proz. als im Plasma 
31 Pat. M., 16 Jahre, 15, IV. 


Kein Zucker im Urin, 
keine Acidose, 
Etwa 15 Stdn. niichtern. 


1. Blutentnahme 8h50’ 0325 0345 0,291 37,75 15,7 
20 E. Insulin Gans 

2. Blutentnahme 9h50' 0,323 0325 0,319 38,25 1.85 

3. 10 40 +0293 0,355 0,179 35,25 49.6 


26 Herr Sch.,60 Jahre, 30, ITT. 
Urinzucker: 0,6 Proz. 
* Keine Acidose. 
Etwa 15 Stdn. niichtern. 
Vorher Gemiisetag. 


1. Blutentnahme 915’ 0,204 0,255 0,100 33 60,8 

10 E. Insulin Welcome 9 20 

2. Blutentnahme 10 20 0,255 0,231 0,235 29 — 1,73 

3 # 11 50) «0,163 0,149 0,190 34,25 | — 27,5 
32 Herr Sch., 60 Jahre, 15. IV. 

Urinzucker: 0,5 Proz. 
Keine Acidose. 

Etwa 15 Stdn. niichtern. 

1. Blutentnahme 8h45’' 0,195 0,203 0,177 30 12.8 

10 E. Insulin Welcome subkutan. 

2. Blutentnahme 9550’ 0,105 0,113 0,081 25 28,3 

3. a 10 35 «40,109 0,066 0,206 31 —212.0 


Protokoll 34. Die (auf das Kilogramm Kdérpergewicht berechnete) 
gleiche Insulinmenge wie in Protokoll 30 ruft bei dem kleinen Tiere eine viel 
starkere Hyperglykimie hervor. Der VBZ fallt bis nach der vierten, der 
PLZ bis nach der dritten, der FZ bis nach der zweiten Blutentnahme. 
Bemerkenswert ist die hochgradige Entzuckerung der Formelemente bei 
der vierten und die noch starkere Zuckeraufnahme bei der fiinften Blat- 
entnahme. Auch hier zeigt der Verlauf der FZ-Kurve starke Zacken (siehe 
auch Protokolle 9, 7, 12, 14, 22, 24, 30, 33). Trotz der besonders heftigen 
Hypoglykimie bei kleiner Menge an Formelementen zeigt das Tier auBer 
einer leichten Dyspnoe in der zweiten bis vierten Stunde keine sogenannten 
Hyperinsulinismus-Symptome, 

Protokoll 35. Die hypoglykaimische Insulinwirkung ist (wie immer 
bei diesem Tier, siehe auch Protokolle 23, 27, 29) wihrend der Versuchsdauer 
gering und dauert nur bis nach der zweiten Stunde. Auch die Verschiebungs- 
wirkung tritt erst bei der dritten Blutentnahme hervor (Tier 5, das gleich 
groB ist, zeigt diese Wirkung bei gleicher Insulindosis schon nach der zweiten 
Entnahme). 


Die wesentlichsten Ergebnisse dieser Untersuchungsreihe sind 
schon bei der Erlauterung der Protokolle hervorgehoben. Beachtens- 
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wert scheint ein Vergleich der Protokolle 28, 30 und 33; das gleiche Tier 
wurde mit steigenden Insulindosen gespritzt. Bei 0,12 Einheiten pro 
Kilogramm Tier steigt der FZ bis nach der dritten Blutentnahme und 
fallt dann wie in den Hyperglykamieversuchen ohne Insulin; iibersteigt 
aber an einer Stelle — im Gegensatz zu den Versuchen ohne Insulin — 
den PLZ. Bei der doppelten Insulinmenge vermindert sich zuerst, 
wie PLZ und VBZ, auch FZ, aber in geringerem MaBe; dann tritt eine 
starke Zuckeranreicherung in den Formelementen ein, die iiber den 
Anfangswert (2 Stunden nach der Fiitterung) hinausgeht. Bei den 
nachsten Blutentnahmen nimmt der FZ ab, bedeutend stirker als 
anfangs. Die dreifache Insulinmenge l4Bt den FZ bis zur dritten Stunde 
(nach der dritten Blutentnahme) abnehmen, erzeugt also eine Hypo- 
glykaimie in beiden Blutkomponenten. Aber dann tritt, wie in der 
vorhergehenden Kurve, eine Anreicherung ein, die den FZ auf 105 Proz. 
gegentiber dem PLZ vermehrt. Bei der letzten Blutentnahnie ist der 
FZ wieder weit unter den PLZ gesunken. 


b) Die Versuche an normalen Menschen, 


Es wurden nach der Niichternblutentnahme (etwa 2 bis 3 Stunden 
nach einem leichten Friihstiick) 3 bis 6 Einheiten Insulin subkutan 
gespritzt und das Blut in gewissen Zeitabstaénden wie in den vorigen 
Versuchen untersucht. 

Protokoll 36. Da8 die Verschiebungswirkung nicht beobachtet wird, 
kann an der kleinen Insulinmenge (etwa 0,05 Einheiten auf 1 kg Kérper- 
gewicht) oder daran, daB diese Wirkung in die erste Stunde fallt (siehe auch 
Protokolle 38 und 39), liegen. Der VBZ von 0,076 ist wohl auf die Insulin- 
wirkung zuriickzufiihren. 

Protokoll 37. Kurve ahnlich wie Protokoll 36. Die Insulinmenge 
ist ebenfalls 0,05 Einheiten pro Kilogramm Kérpergewicht. Die Ent- 
zuckerung dauert bei B. linger als bei L. : 

Protokoll 38. Die hypoglykamische Wirkung pragt sich im Plasma aus, 
da die Entzuckerung der Formelemente nur geringgradig ist. 1% Stunde 
nach der Insulingabe ist der VBZ unverandert, der PLZ gefallen und dem- 
entsprechend der FZ so gestiegen, daB er die Kurve des PLZ und des VBZ 
iiberkreuzt: die an allen Kaninchenversuchen beobachtete Verschiebungs- 
wirkung. 

Protokoll 39. Der gleichen Versuchsperson wie in Protokoll 37 wurde 
50 Proz. Insulin mehr gespritzt. Der PLZ hat in gleichem MaBe wie oben 
schon nach 30 Minuten abgenommen, hingegen ist der FZ um 10 Proz. 
gestiegen. ° 

Wenn man die Insulinmengen pro Kilogramm Kérpergewicht in 
Rechnung stellt und beachtet, daB im Tierversuch mit viel gréBeren 
Dosen gearbeitet wurde, kann man das Ergebnis der Menschen- und der 
Tierversuche als gleichsinnig bezeichnen. 
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ce) Versuche an Diabetikern. 

Protokoll 19. Patient 16 Jahre. Schwerer jugendlicher Diabetes. Vor 
etwa 14 Tagen Aufnahme in prakomatésem Zustand mit schwerer Acidose 
und Glycosurie. Unter groBen Insulindosen (bis 150 Einheiten pro Tag) 
besserte sich der Zustand schnell. Verschwinden der Acidose und keine 
Zuckerausscheidung im Harn. Die Differenz zwischen PLZ und FZ ist groB, 
aber prozentual nicht hdher als in vielen anderen Versuchen (siehe 
Protokoll 11). Unter Insulineinwirkung sinkt auch hier der PLZ viel 
starker als der FZ, 

Protokoll 25. Derselbe Patient wie in Protokoll 19, 2 Monate spater. 
Er erhalt dreimal 20 Einheiten pro Tag. Der Niichtern-BZ ist gegeniiber 
dem vorigen Versuch vermindert, geht aber durch Insulingabe nicht starker 
zuriick. Bemerkenswert ist das véllig andere Verhalten des FZ: im Proto- 
koll 19 geht er zuriick, hier steigt er bei fallendem PLZ, so daB nun auch die 
Kurveniiberschneidung wie bei normalem Tier und Mensch eintritt. 

Protokoll 31. Der gleiche Patient wie Protokoll 19 und 25. Wahrend 
der VBZ fallt, ist der PLZ bei der dritten Blutentnahme iiber den Ausgangs- 
punkt gestiegen, der FZ schon bei der zweiten Blutentnahme. 

Protokoll 26. Seit 2 Jahren besteht Diabetes. Es ist bemerkenswert, daB 
1 Stunde nach Insulingabe der VBZ gestiegen ist. Man wiirde an Nahrungs- 
aufnahme denken, wenn nicht der PLZ sich um 10 Proz. vermindert hatte. Es 
ist dementsprechend eine starke Zuckeraufnahme der Formelemente nach- 
weisbar. Zum Schlu8 tritt eine Entzuckerung beider Blutkomponenten 
ein, die aber, wie in vielen Tierversuchen, in den Formelementen weniger 
stark sich auswirkt, so da8 die Kurven sich noch starker gegeneinander 
verschieben (siehe auch zweite Blutentnahme bei Potokollen 30, 33, 34). 

Protokoll 32. Gleicher Patient wie in Protokoll 26, etwa 1 Stunde 
nach der Insulingabe ist der Zuckergehalt der Blutkomponenten beinahe 
normal. Dann erst tritt die Verschiebungswirkung in auBerordentlich 
starkem MaBe ein. 


Beim Vergleich der Versuche mit und ohne Insulin sind zwei 
prinzipielle Unterschiede zu verzeichnen. 

1. Die Entzuckerung wird durch Insulin beschleunigt. Wahrend 
in Tabelle I und Il der Abfall des PLZ und VBZ langsam vor sich geht, 
fallt der VBZ und PLZ unter geniigender Insulingabe schnell, wie es 
allgemein bekannt ist. 

2. Der Verlauf und die Lage der FZ-Kurve verindert sich unter 
Insulinwirkung. Nach der Zuckergabe ohne Insulin konnte festgestellt 
werden, daB die Formelemente den Zucker schneller abgeben, als sie 
ihn aufnehmen, d.h. bestrebt sind, sich vom reduzierenden Material 
zu befreien. Doch fallt auf, daB nach einer starken Entzuckerung 
stets wieder eine bedeutende Zuckeraufnahme eintritt, obgleich gleich- 
zeitig VBZ und PLZ sinken. Eine Erklairung dieses Vorgangs diirfte 
der Kurvenverlauf des FZ nach Insulin liefern. Denn bei kleinen Insulin- 
dosen (s. Protokolle 28, 38, 39) fallt wohl der VBZ und PLZ, der FZ 
steigt aber. Ferner wurde darauf hingewiesen, daB bei hochgradiger 
Hyperglykamie, wenn die Anfangs-(Niichtern- oder Normal-) Werte 
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von PLZ und FZ groBe Unterschiede zeigen, der FZ noch etwa 1 Stunde 
langer als der VBZ und PLZ zunimmt. Moédglicherweise haben wir es 
hier mit der Wirkung des endogenen Insulins zu tun (1). 

Einen weiteren Unterschied zwischen den Versuchen mit und ohne 
Insulin bietet die Lage der FZ-Kurve zur PLZ-Kurve. Ohne Insulin 
ist der PLZ immer héher als der FZ. Insulin bewirkt eine Veranderung 
der Zuckerverteilung innerhalb des Blutes; die Formelemente werden 
zuckerreicher als das Plasma. Diese Angaben sind eine Bestatigung 
der wichtigen Arbeiten von Loewi und Hdusler (2). Da®B am SchluB 
der Insulinkurven bei ansteigendem PLZ der FZ fallt, kann ungezwungen 
auf ein Abklingen der Insulinwirkung zuriickgefiihrt werden. 

Am wenigsten einheitlich ist das Verhalten der Volumenanteile 
der Formelemente und des Plasmas. Im allgemeinen steigt mit steigendem 
FZ der Volumenanteil der Formelemente. Auch hier finden sich aber 
sehr viele Ausnahmen. Dennoch 1aBt sich fiir die Mehrzahl der Versuche 
eine Beziehung zwischen Insulin und Volumenanteil der Blutkompo- 
nenten ableiten. Wenn man nimlich den Anstieg des FZ bei fallendem 
PLZ betrachtet [wie beim Abklingen der Hyperglykamie, Protokolle 9, 
11, 7, 18, 12 (4. Blutentnahme), 14; auch nach Insulingabe, Protokolle 
20, 22, 27 (4. Blutentnahme), 25, 32, 39], bemerkt man fast immer 
eine VergréBerung des F-Volumenanteils. Demnach wiirde még- 
licherweise das Insulin bei endogener wie bei exogener Provenienz 
das Blut eindicken. Bei verhiltnismaBig groBen Mengen, wie im 
Tierversuch, tritt eine starke Entzuckerung beider Blutkomponenten 
ein, und hierbei eine Zunahme des Plasmavolumens [Protokolle 33 
(2. und 3. Blutentnahme), 34 (2. und 3. Blutentnahme), 20 (3. und 
4. Blutentnahme), 22 (3. Blutentnahme)]. 


Zusammenfassung. 


I. Alimentdre Hyperglykdmie ohne Insulin. 

1. Bei allen Versuchen ist der Formelementzucker geringer als 
Plasmazucker urd Vollblutzucker. 

2. In allen Versuchen steigen der Plasmazucker und Vollblutzucker 
steiler als der Formelementzucker. 

3. Der Anstieg des Formelementzuckers geht flacher als der Ab- 
stieg, d. h. die Formelemente geben den Zucker schneller ab, als sie 
ihn aufnehmen. 

4. Haufig sinkt die Formelementzucker-Kurve von einem Hiéchst- 
wert steil ab und steigt darauf wieder an. 

5. Die Versuche an Tieren (Kaninchen) und an Menschen stimmen 


prinzipiell iiberein. 
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II. Entzuckerung durch Insulin. 


1. Plasmazucker und Vollblutzucker werden niedriger als der 
Niichtern- bzw. normale Zuckerwert, der Formelementzucker héher. 
Dabei steigt der Gehalt der Formelemente an Zucker iiber den des 
Plasmas; ein Befund, der bei den Fallen ohne Insulin nie beobachtet 
wurde. Dieser in vivo gemachte Befund der ,,Verteilungswirkung“ 
des Insulins stimmt mit den Angaben von O. Loewi und H. Héusler 
iiber die Wirkungsweise des Insulins extra corpus auf die Verteilung 
der Glucose auf Blutkérperchen und fliissiges System tberein. 

2. Beim Abklingen der Insulinwirkung fallt der Formelement- 
zucker, wahrend Vollblutzucker und Plasmazucker ansteigen. 

3. Geringe Insulinmengen vermehren den Volumenanteil der 
Formelemente, groBe vermindern ihn. 
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Die Anwendung der polarographischen Methodik in der Biologie. 


Von 


Silvestr Prat. 
(Pflanzenphysiologisches Institut der tschechischen Universitat in Prag.) 
(Eingegangen am 21, Mai 1926.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Als Kuéera im Jahre 1903 seine Untersuchungen iiber Elektro- 
kapillaritat publizierte, konnte niemand ahnen, daB die _,,tropfende 
Kathode“ als eine der feinsten elektrochemisch-analytischen Methoden 
sich dadurch auch fiir die Biologie als héchst aussichtsvoll bewihren 
wiirde. Nach den Publikationen von Heyrovsky und seinen Mitarbeitern 
kann man aber schon die Vorteile der neuen Methode schatzen. Heyrovsky 
und Herasymenko haben auf die Méglichkeit hingewiesen, die Kon- 
zentration der Wasserstoffionen (schwacher Sauren) polarographisch 
zu messen. An mehreren Stellen macht Heyrovsky auch darauf auf- 
merksam, da ein Polarogramm uns am besten iiber die Verunreini- 
gungen der Salze informieren kann. Abgesehen von der Durchstrémung 
mit Wasserstoff, die man iiber Nacht anstellen kann, kénnen wir 
in 20 Minuten nicht nur iiber die qualitative, sondern auch (wenigstens 
annahernd) tiber die quantitative Zusammensetzung orientiert werden, 
und zwar in 10 ccm der Lésung. Da die Wellen bei der Verdiinnung 
10-5 Grammiaguivalent gut meBbay oder wenigstens noch deutlich 
sind, kann man auch die Konzentrationen quantitativ feststellen, wo 
manchmal qualitative Reaktionen schwer oder nicht direkt durch- 
fiihrbar sind. Die Methodik ist in den Abhandlungen von Heyrovsky 
und von Heyrovsky und Shikata beschrieben und der Zweck dieser 
Zeilen ist nur, die Biologen auf die weiteren Anwendungsméglichkeiten 
aufmerksam zu machen. 

Ich glaube, daB wir iiber die Dosierung des Eisens und iiber die 
quantitativen Beziehungen des Eisens zur Pflanze nur deswegen so 
mangelhaft orientiert sind, weil die quantitative Feststellung der kleinen 
Eisenkonzentrationen sehr schwierig oder sogar unméglich ist. Die 
leichte Oxydierbarkeit und Hydrolysierbarkeit der Eisenverbindungen 
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verursacht, daB wenigstens ein Teil des Eisens ausgefallt wird oder 
wenigstens in kolloidale Lésung tibergeht. Das geschieht jedenfalls 
immer in allen Pflanzennihrlésungen, wo Phosphate und Reaktion 
der Lésung mitwirken. Bei der kolorimetrischen Eisenbestimmung, 
die man als die empfindlichste quantitative Eisenbestimmung betrachten 
mu, wird der Lésung Salzsiure zugegeben, die das Eisen wieder in 
Lésung bringt, und es wird kolloidal geléstes Eisen (mit wirklich ge- 
léstem) mitbestimmt. Die polarographische Analyse erméglicht aber 
die Bestimmung des Eisens, das sich in wirklich geléster Form vor- 
findet. Abb. 1 zeigt die polaro- 
graphische Kurve der halbver- 
diinnten K noppschen Nahrlésung, 
der etwa 1 . 10~* mol. Fe SO, zu- 
gegeben wurde. Die Hohe der 
Welle gibt kleinere Quantitit an, 
und wirklich wurde nach 24 Stdn. 
am Boden ein willkiirlicher, ganz 
deutlicher Niederschlag gebildet. 
Da bei zehnfacher Verdiinnung 
dieser Lésung (10~5 Fe) die Welle 
nicht 10 mal niedriger ist, sondern 
volistandig verschwindet, muB | | 
man annehmen, daB bei dieser Abb. 1. 

Verdiinnung alles Eisen nur ie Lene wl wo pay +d ie 

kolloidal gelést vorhanden war. * 5 iti 

Ich hatte die Absicht, die Beziehungen der aufgenommenen Blei- 
menge zum Pflanzenwachstum zu beobachten. Wenn man aber Blei- 
chlorid der Nahrlésung zugibt, geniigen die vorhandenen Phosphate und 
Sulfate, das Blei so vollstaéndig zur Ausfillung zu bringen, daB die 
qualitative Reaktion (S’’) negativ war. Das Polarogramm dieser Lésung 
zeigt aber eine eben noch deutliche Bleiwelle. (Einige Angaben iiber 
die Léslichkeit von Pb SO, in Suifaten und in H,S0O, bringt Gosman.) 
Die in dieser Lésung vorhandene Bleimenge ist aber jedenfalls allzu 
gering, um beabsichtigte Versuche anzustellen. Die Lésungen von 
Bleichlorid in Wasser oder in 0,01 mol. CaCl, ergaben aber interessante 
Resultate, iiber die spiiter berichtet werden soll. 

Abb. 2 ist die direkte Reproduktion eines Polarogramms von 
0,01 mol. CaCl, mit 0,0001 mol. Ca (NO), und CaCl, in derselben Kon- 
zentration mit nur 0,00001 mol. Ca(NO 3). Die Vergleichung der Wellen 
zeigt deutlich, daB in bestimmten Fillen die quantitative Bestimmung 
oder wenigstens Schitzung der Nitrate méglich ist, und zwar auch in 
Konzentrationen, wo die Diphenylaminreaktion der groBen Verdiinnung 
wegen nicht direkt durchfiihrbar ist. 
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Da die polarographische Analyse namentiich bei den niederen 
Ausscheidungspotentialen am leichtesten durchfiihrbar und sehr genau 
ist, ist sie fiir toxikologische Untersuchungen (Cu, Bi, Sb, Pb, Sn, Cd, 
Ni, Co, Cr), sowie fiir Stimulationsforschungen (Zn, Mn) sehr vorteilhaft. 
Dasselbe kann diese Methodik auch bei den Aschenanalysen leisten. 
Schon die erste Aufnahme kann auf die 
Elemente, die sehr leicht iibersehen 
werden kénnten, aufmerksam machen, 
und andererseits kann man bei Ab- 
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Abb. 2a. Abb. 2b. 


Direkte Reproduktion eines Polarogramms von 0,01 mol. CaCl, mit 0,0001 mol. Ca(NOs3)o. 
2a 0,01 mol. CaCl, mit 0,00001 mol. Ca(NOx3)o. A bei maximaler Sensitivitat, B bei 
1/49 Sensitivitat. 


wesenheit bestimmter Wellen im Polarogramm mit Sicherheit an- 
nehmea, daB die betreffenden Elemente nicht vorhanden sind. Es 
ist sehr schwer, einén allgemeinen Analysengang zu empfehlen, da 
meistens nach der ersten orientierenden Aufnahme individuelle Ver- 
diinnungen usw. vorbereitet werden miissen, es kénnen aber folgende 
Beispiele angefiihrt werden: Die Asche von Chara hispida wurde in 
n/10 HC! (1 Teil der Asche in 100 Teilen HC!) gelést (Aufbrausung), 
die Kohle abfiltriert und das Filtrat 10mal, 100mal und 1000mal ver- 
diinnt. Die konzentrierte Lésung wurde nicht polarisiert. Die erste 
Welle in der héchsten angewandten Konzentration (1: 1000) gibt Fe 
an. Da in der 1000fachen Verdiinnung (1 Teil Asche in 10000 Teilen der 
Lésung) die Siure schon so viel verdiinnt wurde, daB das Eisen hydro- 
lytisch ausgeschieden verschwand (an den Verschiebungen des Wende- 
punkts bei der Verdiinnung zu beobachten), erscheint nur die Mangan- 
welle, und zwar noch 13cm hoch. Wisseriges Dekokt derselben Asche 
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(1g in 100cem H,0) lieferte eine Kurve, die ergibt, daB nichts von 
Fe und Mn in die wasserige Lésung tibergeht. Die Wendung bei 1,89 
zeigt eine kleine Menge reduzierbarer Stoffe, bei ein Zehntel Sensitivitat 
eine flache Welle, die etwa 10~* Nitrate angibt. Die Reaktion mit 
Diphenylamin wurde erst nach vollstandiger Abdampfung der Lésung 
deutlich. Abhnliche Resultate wurden auch mit der Asche von den 
Samen von Beta und von der Lésung des Travertins von Chantransia 
incrustans erhalten. 

Dabei kénnen wir aber nicht leugnen, daB diese Methode eben bei 
den physiologisch wichtigsten Elementen — Alkalien und alkalischen 
Erden — selten anwendbar ist. Die Schwierigkeit liegt daran, daB alle 
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Abb. 3. 


Bleiwellen. Verschiedene Konzentrationen von PbC\I, in 0,01 mol. CaCl, .PbCl, 1.10-4, 
5.10-5, 1. 10-5. 


diese Elemente sehr hohe Ausscheidungspotentiale besitzen, vielleicht 
in der Natur immer beisammen vorhanden sind, sich iiberdecken und 
auch mit Wasserstoffausscheidung interferieren kénnen. Die Hoffnung, 
zwischen organischen Verbindungen (Aminen und Sulfinjodiden) 
komplexe Kationen mit héheren Ausscheidungspotentialen zu finden, 
hat sich bisher nicht bestatigt. 

Es méchte noch angefiihrt werden, daB auch bei verschiedenen 
quantitativen Studien (Permeabilitat usw.) mit Alkaloiden oder anderen 
organischen Substanzen (leicht adsorbierbaren), von welchen einige 
sehr charakteristische Ausscheidungskurven haben, die polarographische 
Analyse das beste leisten kann. Auf die Fille der natiirlichen Wasser, 
der Bodenextrakte, Pflanzensiifte und auch der tierischen Kérper- 
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fliissigkeiten, wo manchmal nur die Feststellung geniigt, ob in ver- 
schiedenen Zeiten oder unter bestimmten Bedingungen entnommene 
Proben in ihrer Zusammensetzung gleich sind oder abweichen, braucht 
nicht naher eingegangen zu werden; es ist auch in den Fallen niitz- 
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Abb. 4. 


Dirckte Reproduktion eines Polarogramms von hartem, gutem Trinkwasser. A bei maximaler 
Sensitivitat, C bei 1/,;. Sensitivitit (Nitratwelle). B Moorwasser mit organischer Substanz 





Abb. 5. 


10 tagige Bohnenkeimlinge, 10g des Frischgewichts in 100 ccm Wasser zerrieben, Filtrat 
polarisiert. 1. Stengel, Maximale Sensitivitét. 4 Wurzeln, maximale Sensitivitat, B dieselbe 
Lésung von den Wurzeln 10 mal verdiinnt, maximale Sensitivitit. 


lich, wo wir die Wellen nicht identifizieren kénnen, wo die Analyse 
undurchfiihrbar erscheint, aber wo die Verschiebung oder Anderung 
im Verlauf der Kurve uns Verinderungen in der Zusammensetzung 
angibt. 
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Herrn Prof. Némec habe ich dafiir zu danken, daB er mir die ganze 
Apparatur zur Verfiigung stellte und durch Interesse und Rat bei den 
Untersuchungen anregte; Herrn Prof. Heyrovsky spreche ich meinen 
verbindlichsten Dank fiir die Einfiihrung in die Methodik und stetige 
Unterstiitzung beim Arbeiten aus. 
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Zur Kenntnis des Kohlehydratstoffwechsels. 


I. Mitteilung: 
Uber die Bedeutung des Phosphats fiir den Umsatz der Kohlehydrate. 


Von 


I. Abelin. 

(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Ella Sachs-Plotz Foundation, New York.) 
(Eingegangen am 9. Juni 1926.) 

Mit 3 Abbildungen im Text. 


Das chemische Verhalten der Kohlehydrate im tierischen Organismus 
laBt sich in groben Umrissen wie folgt zusammenfassen: Ein Teil des 
Kohlehydrats wird oxydiert, ein Teil wird als Glykogen abgelagert und 
ein Teil wird in Fett umgewandelt. Wenn wir von allen Zwischenstufen 
absehen und nur die Ausgangs- und die Endprodukte beriicksichtigen, 
gelangen wir zu folgendem Schema: 


CO,, H,O 


Glykogen <— | Zucker | —> Fett 


Es liegt mehrfacher Grund vor zur Annahme, daB es sich hier, wie auch 
vielfach sonst, um eine Reihe von gekoppelten Reaktionen handelt. Man findet 
tatsichlich, daB eine Glykogenablagerung fast immer von einer Oxydation 
eines Teiles des Kohlehydrats begleitet ist!). Dieser Zusammenhang zwischen 
Glykogenbildung und Zuckeroxydation ist noch nicht ganz geklart. Die 
Elementaranalyse ergibt, daB der Zucker (Hexose) und das Glykogen eine 
zum Teil verschiedene Zusammensetzung haben. 








Cc H oO 


| Proz. Proz. Le Proz. 
d-Glykose ...... | 4000 | 667- | 53,33 
Glykogen....... 44.44 7.77 47,79 


1) Eine gewisse Sonderstellung nehmen einige von J. E. Johansson 
untersuchten Fille ein. Johansson (Scand. Arch. f. Phys. 16, 263, 1904; 
21, 1, 1909) fand, daB nach einer Hungerperiode oder bei einer sonstigen 
Glykogenverarmung der Leber eine Glykogenneubildung auch ohne sehr 
erhebliche Steigerung der CO,-Produktion stattfinden kann. 
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Mag nun der Vorgang der Glykogenbildung iiber die Stufe der Diamylose 
(Karrer) oder iiber andere Zwischenprodukte verlaufen, jedenfalls kommt 
es dabei, wie obige Zahlen angeben, zu einer Anreicherung von Kohlenstoff, 
zu einer Verarmung an Sauerstoff und zu einer Hebung des chemischen 
Potentials. Die zur Glykogenbildung nétige chemische Energie wird nach 
A. Gigon') durch die Verbrennung eines Teiles des Kohlehydrats bereit- 
gestellt. Eine Analogie dazu bildet der von Meyerhof und Hill aufgeklarte 
Vorgang der Restitution des Muskelglykogens aus der Milchsaéure, wo eben- 
falls ein Teil der Milchsaure verbrennt und die fiir die Glykogensynthese nétige 
Energie liefert. Nach den Berechnungen von A. Gigon') miissen ungefahr 
10 Proz. vom aufgenommenen Zucker verbrennen, um die Glykogenbildung 
(nach Karrer die Diamylosebildung) zu erméglichen. 

Auch die zweite Art der Verarbeitung des Kohlehydrats, die Umwand- 
lung desselben in Fett, ist mit einer Zerlegung eines Teiles des Zuckers 
gekoppelt. Wir erkennen diese begleitende Spaltung des Zuckers an dem 
Freiwerden der Kohlensaure und an dem Steigen des Respirationsquotienten. 
Nach den Berechnungen von A. Magnus-Levy*) entstehen aus 100g 
Traubenzucker etwa 35g Fett, daneben werden aber nicht weniger als 
47,1 g Kohlensaure und 17,1 g Wasser gebildet. Ebenso wie bei der Garung 
wird auch hier die Kohlensadure ohne gleichzeitige Sauerstoffaufnahme 
(durch Decarboxylierung ?) gebildet. 


Diese bekannten Wege des Kohlehydratumsatzes, die Glykogen- 
und die Fettbildung, sind also von einem Freiwerden recht betricht- 
licher CO,-Mengen begleitet. Man darf sich wohl fragen, ob mit diesen 
beiden Arten der Kohlehydratumwandlung die Zahl der méglichen 
Formen der Zerlegung des Kohlehydrats erschépft ist. Bei der groBben 
und vielseitigen Reaktionsfaihigkeit des Zuckermolekils ist dieses kaum 
zu erwarten. 

Wir wissen, besonders dank den neueren Untersuchungen von 
C. Neuberg, daB z. B. die Hefe aus dem gleichen Zuckermolekiil je nach 
den Versuchsbedingungen neben der Kohlensiure recht mannigfache 
Produkte liefern kann. Auch im tierischen Organismus kann, wie 
nachfolgende Versuche zeigen, die Kohlehydratzerlegung verschiedene 
Wege einschlagen. Verfiittert man Ratten Traubenzucker, Rohrzucker 
oder Reis, und gibt man ihnen gleichzeitig oder nach einiger Zeit Di- 
natriumphosphat ein, so findet man folgende wesentliche Abweichungen 
vom normalen Verlauf des Kohlehydratumsatzes*). Nach Aufnahme 
von Kohlehydrat und Phosphat ist die Kohlensiureproduktion 
bedeutend geringer als nach Verfiitterung der gleich groBen Menge 
von Kohlehydrat allein. In Zusammenhang damit kommt es nach 
Aufnahme von Kohlehydrat und Phosphat nicht zu einem sehr hohen 
Anstieg des Respirationsquotienten. Der Respirationsquotient bleibt 
vielmehr innerhalb der Grenzen von 0,75 bis 0,85, wahrend er bei Kohle- 


1) A. Gigon, Helv. chim. acta 8, 36. 
2) A. Magnus-Levy, Oppenheimers Handb. d. Biochem., 2. Aufl., 8, 462. 
8) Vgl. die kurze Mitteilung in der Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 36. 
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ai 


hydrat allein gewohnlich den Wert von 0,95 bis 1,05 erreicht. In Abb. 1 
ist das Verhalten des Respirationsquotienten nach Verfiitterung von 
Kohlehydrat und von Kohlehydrat und Phosphat graphisch dargestellt. 
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3g Reis + 1g Dinatriumphosphat 
6g Reis + 1g Dinatriumphosphat 
|» 6g Reis + 1 g Dinatriumphosphat 
6g Reis + 1g Dinatriumphosphat 


Respirationsquotient nach Aufnahme 
von 6g Reis 
3g Rohrzucker + 1 g Dinatriumphosphat oe 


3g Rohrzucker + 1 g Dinatriumphosphat 
3g Rohrzucker + 1 g Dinatriumphosphat 
2g Traubenzuck. +0,5g Dinatriumphosphat 


2 Stdn 
5 Stdn 


Abb. I. 
Verhalten des respiratorischen Quotienten nach Aufnahme von Kohlehydrat 
und von Kohlehydrat + Phosphat. (Vgl. Tabellen I, Il, III.) 


Diese Abweichungen vom normalen Verlauf der Kohlehydrat- 
zerlegung kénnten durch verschiedene Faktoren verursacht sein. Es 
kénnten z. B. rein mechanische Momente mitwirken. Es wire méglich, 
daB durch die Eingabe des Phosphats die Resorption des Zuckers ver- 
zogert wird. Die Folge davon wire eine langsam verlaufende Ver- 
brennung des Kohlehydrats, welche den Respirationsquotienten und 
die CO,-Ausscheidung nicht so hoch ansteigen liebe. Ich habe mich 
aber davon iiberzeugt, daB die Annahme einer Hemmung der Zucker- 
resorption das Phinomen nicht erkliren kann. Tétet man die Ratten 
etwa 8 oder 10 Stunden nach der Zucker-Phosphateingabe, so findet 
man hiufig den Magen fast leer. Da die Abweichungen im Respirations- 
quotienten und in der GréBe der CO,-Ausscheidung nicht auf eine 
gestérte Zuckerresorption zuriickzufiihren sind, geht aus folgenden Ver- 
suchen hervor. Der Hauptanstieg des Respirationsquotienten und der 
CO,-Ausscheidung fallt gewéhnlich in die dritte bis fiinfte Stunde nach 
der Zuckeraufnahme. Der Respirationsquotient steigt hier gewéhnlich 
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auf 0.85 bis 0,95 an. Gibt man zu dieser Zeit, wo also der allergréBte 
Teil des Zuckers bereits resorbiert ist, Dinatriumphosphat ein, und 
bestimmt man darauf wieder den Gaswechsel, so findet man, daB der 
Respirationsquotient rasch abfallt und die CO,-Produktion betriachtlich 


abnimmt. 


Folgende Darstellung, die den Versuchen 1330 bis 1339, 


Tabelle IV, entspricht, illustriert die gemachten Beobachtungen (Abb. 2). 


R 
4000 


0.950' 
0,900; 
0,85 a! 
0,800: 
0,750' 
0,700 l 


0,985 


7 


0,830 


0775 0,777 








Abb. 2 
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I. Respirationsquotient in den ersten 2'/, bis 3 Stunden nach 
peroraler Zufuhr von 2g Rohrzucker. 


= 


. 3 Stunden nach der Zuckeraufnahme erhalten die Tiere 0,75 


Dinatriumphosphat peros. Absinken des Respirationsquotienten 
in den nachfolgenden Stunden, wihrend normalerweise der 


Respirationsquotient 


ansteigt. 


in diesem Zeitabschnitt noch weiter 


Dieser Befund spricht also eber dafiir, daB durch das Phosphat die 


chemische Verarbeitung des Kohlehydrats verandert wird, und zum 
gleichen Schlu8B kommt man auch beim Vergleich des Glykogenstoff- 
wechsels nach Einnahme von Kohlehydrat allein und von Kohlehydrat 
+ Phosphat. Wahrend normalerweise, wie bekannt, ein groBer Teil 
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Abb. 3. 
Glykogenbildung in der Leber nach Zufuhr von Kohlehydrat und von Kohlehydrat + Phosphat. 
(Vgl. Tabelle V.) 
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des Kohlehydrats in der Leber als Glykogen abgelagert wird, findet man 
nach Eingabe von Kohlehydrat + Phosphat bedeutend geringere 
Leberglykogenmengen. Aus nachstehender Zusammenstellung und 
aus Tabelle V erkennt man, da iiberall, wo neben dem Kohlehydrat 
Phosphat eingegeben wurde, die Glykogenneubildung bedeutend ge- 
ringer ist. Die Hemmung der Glykogenbildung ist beim Traubenzucker 
und beim Dioxyaceton besonders stark ausgesprochen. Beim Rohr- 
zucker wird durch das Phosphat die Glykogenbildung ungefahr auf 
ein Drittel und beim Reis ungefihr auf die Halfte herabgesetzt. 


Eine Sonderstellung nimmt die Livulose ein. Die Tatsache, daB 
sich die Livulose im Kohlehydratstoffwechsel anders verhilt als die 
iibrigen Hexosen, ist seit den Untersuchungen von O. Minkowski') 
geniigend bekannt. Sie wurde von verschiedenen Autoren bestatigt 
und erweitert. Auch im menschlichen Diabetes ist die Toleranz fiir 
Lavulose oftmals héher als fiir andere Kohlehydrate, und diese inter- 
essante Eigentiimlichkeit der Livulose kommt auch im Verhalten 
gegeniiber dem Phosphat deutlich zum Ausdruck. Es hat sich gezeigt, 
daB die Glykogenbildung in der Leber nach Lavuloseeingabe durch die 
gleichzeitige oder nachtrigliche Zufuhr von Phosphat nicht beeinfluBt 
wird. Sowohl nach Zufuhr von Lavulose allein, als auch nach Eingabe 
von Lavulose + Phosphat findet man in der Leber eine sehr reiche 
Anhiufung von Glykogen. Auch dieser Befund spricht gegen eine 
Resorptionshemmung durch das Phosphat. 


Der EinfluB des Phosphats auf den Respirationsquotienten nach 
Lavuloseeingabe konnte bei diesen Versuchen deshalb nicht zum Vor- 
schein kommen, weil die Livulose im Gegensatz zu vielen anderen 
Kohlehydraten bei der Ratte den Respirationsquotienten des Niichtern- 
umsatzes fast unbeeinfluBt laBt (vgl. Abelin und Miyazaki, diese Zeitschr. 
149, 109, 1924). Dagegen findet man, daB die Kohlensiureproduktion 
und der Sauerstoffverbrauch nach Liavulose + Phosphat geringer ist 
als nach Lavulose allein. Allerdings ist die Herabsetzung der CO, und 
des O, hier nicht so bedeutend wie bei manchen anderen Kohlehydraten. 


Eine nahere Analyse der Phosphatwirkung mu8 zuerst -davon 
ausgehen, da8 Dinatriumphosphat die chemische Verarbeitung des 
Kohlehydrats sowohl 1. dank der Anwesenheit des Phosphorsiure- 
anions als auch 2. dank seiner alkalischen Reaktion beeinflussen kénnte. 
Bei den engen Beziehungen der Phosphate zu dem Kohlehydratumsatz 
(Iwanoff, Harden und Young, Neuberg, Embden, Meyerhof, Euler u. a.) 
kénnte man in erster Linie an eine chemische Reaktion zwischen dem 
Phosphat und dem Kohlehydrat und an die Bildung eines Kohlehydrat- 


1) O. Minkowski, Unters. iiber den Diabetes mell., 8. 80ff. Leipzig 1893. 
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Phosphorsaureesters denken. Ich habe diese Ansicht eine Zeitlang 
geteilt und wurde sogar in dieser Auffassung durch den Befund unter- 
stiitzt, daB ein Kohlehydrat-Phosphorsiureester, welcher bei der Zucker- 
garung gewonnen wird (hexosediphosphorsaures Calcium), beim Tiere 
tatsichlich keine Erhéhung des Respirationsquotienten hervorruft und 
somit vom gewoéhnlichen Kohlehydrat abweicht und an das Verhalten 
der hier benutzten Kombination Kohlehydrat + Phosphat erinnert. 
Ich konnte aber in weiteren, gemeinsam mit B. Kobori durchgefiihrten 
Versuchen feststellen, da8 es auBer dem Phosphat eine Reihe anderer 
Salze gibt, welche den Kohlehydratstoffwechsel in analoger Weise 
beeinflussen, d.h. den Respirationsquotienten sowie die CO, herab- 
setzen und die Glykogenbildung hemmen. Die Méglichkeit einer teil- 
weisen Veresterung des Kohlehydrats durch das Phosphat ist zwar 
nicht ganz auszuschlieBen, doch kann darin kaum eine Erklirung fiir 
das veranderte biochemische Verhalten der Kohlehydrate bei Phosphat- 
zugabe gesucht werden. 


Werden die beobachteten Phinomene durch die alkalische Reaktion 
des Dinatriumphosphats verursacht? C. Newberg!) hat nachgewiesen, 
da8 unter dem EinfluB8 von alkalisch reagierenden Salzen wie, Bicarbonat, 
Phosphat und anderen die Zuckerzerlegung durch die Hefe veriandert 
wird, und neben Kohlensiure und Alkohol Essigsiure und Glycerin 
gebildet werden. Es wire also denkbar, daB beim Zusammentreffen 
des alkalisch reagierenden Dinatriumphosphats mit dem Zucker neue 
Produkte entstiinden, welche von den Zellen anders als das native 
Kohlehydrat verarbeitet wiirden. Diese Hypothese lie sich aber 
experimentell ebenfalls nicht stiitzen, denn ich konnte feststellen, daB 
das sauer reagierende Mononatriumphosphat in ahnlichem Sinne auf 
den Kohlehydratumsatz wirkte und den Respirationsquotienten und 
die Kohlensaureproduktion herabdriickte. 


Somit liefert weder die Annahme der Entstehung einer Kohle- 
hydratphosphorsaureverbindung, noch eine etwaige Beeinflussung durch 
die H~ oder OH* der Phosphate eine befriedigende Erklirung fiir 
deren so auffallende Wirkung auf den Kohlehydratstoffwechsel. Zur 
weiteren Klairung dieser sehr verwickelten Fragen habe ich eine Reihe 
von Versuchen iiber den EinfluB anderer Salze auf den Kohlehydrat- 
umsatz im Organismus angestellt. Die Versuche sollen hier kurz er- 
waihnt werden. 


Gemeinsam mit W. Bachmann durchgefiihrte Versuche haben ergeben, 
daB nicht nur die perorale Eingabe von Di- oder Mononatriumphosphat, 


1) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 96, 192, 1919; 100, 304, 
1919; 105, 307, 1920; Ergebn. d. Phys. 21, 400, 1923. 
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sondern auch die Zufuhr von Natriumbicarbonat, oder von Natriumsulfit, 
oder von Caleiumchlorid, oder von Karlsbader Salz usw. die Glykogen- 
bildung aus dem gleichzeitig aufgenommenen Kohlehydrat hemmt. Ich 
habe ferner gemeinsam mit Goldener!) die Beobachtung gemacht, daB beim 
Kaninchen nach peroraler Zufuhr von Liévulose und Dinatriumphosphat 
oder von Glucose und Dinatriumphosphat der Anstieg des Blutzuckers 
rascher erfolgt und héhere Werte aufweist als bei Eingabe der gleich groBen 
Menge dieser Zuckerarten fiir sich allein. In Fortsetzung dieser Befunde 
konnten wir feststellen'), daB auch die Insulinhypoglykamie durch die 
Phosphateingabe beeinflu8t wird. Spritzt man einem Kaninchen 2 bis 
3 Insulineinheiten (Eli Lilly), und gibt man eine halbe Stunde nach der 
Injektion 1g Dinatriumphosphat per os ein, so kommt es entweder zu 
keiner, oder zu einer bedeutend geringeren Hypoglykaémie als bei Eingabe 
von Insulin allein. Bei gréBeren Insulindosen vermag zwar das Dinatrium- 
phosphat die Hypoglykamie nicht zu unterdriicken, wohl aber abzu- 
schwachen. Bei Eingabe von Mononatriumphosphat war die Insulinhypo- 
glykamie manchmal verstaérkt. Nach peroraJer Zufuhr von Dinatrium- 
phosphat allein haben wir beim normalen Tiere keine Anderung des Blut- 
zuckers gesehen?). H. Elias, C. Popesen-Inotesti und C. St. Radoslav*) haben 
dagegen beim Tier durch intravenése Injektion von Phosphatlésungen bald 
eine Hyperglykamie, bald eine Hypoglykamie erzielt. Beim gesunden 
Menschen bleibt aber nach den Angaben dieser Autoren der Blutzucker 
nach Einspritzung von hypertonischen Phosphatlésungen unverandert. 
Beim Diabetiker sowie in Fallen von alimentérer Hyperglykaimie kommt es 
dagegen nach intravenéser Injektion von Mono- und Dinatriumphosphat 
zu einer Herabsetzung des Blutzuckers fiir einige Zeit [H. Elias und 
A. Léw*)}. Diese Angaben von Elias und Léw wurden neuerdings durch 
K. Friedlander und H. Rosenthal’) bestatigt. Beim pankreasdiabetischen 
Hunde und bei der Adrenalinhyperglykimie kommt es nach Phosphat- 
injektion ebenfalls zu einer Herabsetzung der Blutzuckerkonzentration 
[Elias und Mitarbeiter*)]._ Bei der Durchstrémung der Froschleber mit 
Zuckerlésungen haben Elias und Léw’) festgestellt, daB durch den Zusatz 
von Phosphat die Glykogenanhaufung in der Leber nicht unterstiitzt wird. 
Der Einflu8 der Phosphate auf den Blutzucker des normalen Tieres wurde 
neuerdings auch von 7. Kurokawa*) untersucht, der ebenso wie wir keine 
Verinderung der Blutzuckerkonzentration finden konnte. Die bisherigen 
Erfahrungen sprechen dafiir, daB die Phosphate (und wahrscheinlich 
auch mehrere andere Elektrolyte) besonders dann wirksam sind, wenn 
gleichzeitig eine erhéhte Zuckertransformation stattfindet (nach Kohle- 
hydrataufnahme, bei Diabetes, nach Pankreasentfernung, nach Insulin- 
injektion). 


1) J. Abelin und E. Goldener, Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 36 und 37. 

*) Ebendaselbst, Nr. 37. 

3) H. Elias, C. Popesen und C. St. Radoslav, diese Zeitschr. 138, 284, 
1923. 

4) H. Elias und A. Léw, Wien. Arch. f. inn. Med. 4, 29, 1922. 

5) K. Friedlander und H. Rosenthal, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 
112, 65, 1925. 

®) H. Elias und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 188, 294, 299, 1923. 

") H. Elias und Léw, diese Zeitschr. 188, 279, 1923. 

8) T. Kurokawa, The Tohoku Journ. of exper. Med. 5, 445, 1925. 
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Da auch aus EiweiB Kohlehydrat entsteht, so habe ich noch das 
Verhalten des Gaswechsels nach Eingabe von Eiweif allein und von 
Eiwei8 + Phosphat untersucht. Es wurde den Tieren einmal Fleisch, 
das andere Mal die gleiche Menge Fleisch + Phosphat verfiittert. Als 
Beispiel mégen folgende Versuche dienen: 





Pro kg und Stunde 


RQ. CO, 0, 


Kal 
s 2 

(108 Rindfleisch, roh. ..... 0,800 18 1,6 5,45 
10g - + 1g Dinatrium- 

| SS Pe ae 0,77 1,67 1,56 5,30 

7g Rindfleisch, roh...... 0,803 2,00 1,78 6.13 
752 " +- 1g Dinatrium- 

| 4 S.(3. wb Oho oe’ a 0,747 1,52 1,48 5,02 

6g Rindfleisch, roh...... 0,77 1.77 1,68 5.71 
62g * + 1g Dinatrium- 

| a ee 0,730 1,55 1,54 5,25 


Man findet auch hier die beiden charakteristischen Merkmale der 
Phosphatwirkung: Der Respirationsquotient steigt nach Fleisch 
+ Phosphat nicht so hoch an wie nach Aufnahme von Fleisch allein, 
und ferner ist bei Fleisch + Phosphat die Erhéhung der Kohlensiure- 
produktion nicht so erheblich wie bei Eingabe der gleichen Menge 
Fleisch fiir sich. Ausfiihrlich wird iiber diese Versuche gemeinsam mit 
B. Kobori berichtet werden. 

Eine befriedigende Erklirung fiir die eigentiimliche Phosphat- 
wirkung auf den Kohlehydrat- und EiweiBstoffwechsel kann vorlaufig 
nicht gegeben werden. Eines geht aber aus den mitgeteilten Versuchen 
deutlich hervor, nimlich, daB der Kohlehydratstoffwechsel nicht nur vom 
Kohlehydrat oder von den Kohlehydratbildnern, wie Eiweif und eventuell 
Fett, sondern auch von den Elektrolyten wesentlich abhingig ist. Und bei 
jeder Erforschung des Kohlehydratstoffwechsels mu8 nicht nur der 
Menge der zugefiihrten Kohlehydrate und der Kohlehydratbildner, 
sondern auch der Menge und der Art der aufgenommenen Elektrolyte 
weitgehend Rechnung getragen werden. 


Experimenteller Teil. 


Die Bestimmung des Gaswechsels erfolgte nach der in den friitheren 
Arbeiten angebenen Methode'). Zu den Versuchen wurden weiBe Ratten 
benutzt, welche in einer Reihe von Vorversuchen an die Versuchsbedingungen 
gewéhnt wurden. In den Protokollen bedeutet ,,niichtern‘ 16 bis 18 Stun- 
den nach der letzten Nahrungsaufnahme. Auch zu den Versuchen mit Kohle- 


1) Vgl. J. Abelin, diese Zeitschr. 101, 129, 187, 149. 
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hydrat und mit Kohlehydrat + Phosphat wurden nur ,,niichterne“ Tiere 
benutzt. Die Eingabe des Zuckers erfolgte per os mittels Magensonde. 
Der Reis wurde von den Tieren gerne gefressen. Eine abgewogene Menge 
Reis wurde in Wasser weich gekocht und den Tieren vorgelegt. Allermeistens 
fraBen die Tiere die gesamte dargereichte Reismenge innerhalb ¥% bis 1 Stunde. 
Ratten, welche sich nicht an die Reisnahrung gewéhnen lieBen, wurden 
von den Versuchen ausgeschaltet. Das Phosphat wurde in wenig Wasser 
aufgelést und mittels einer Sonde eingegeben. Zwischen der Zucker- und der 
Phosphateingabe verging gew6hnlich 4% bis 1 Stunde. Die in den Tabellen 
angegebenen Phosphatmengen beziehen sich auf das wasserfreie Dinatrium- 
phosphat. 


A. Versuche mit Rohrzucker und Phosphat. 


Man erkennt aus Tabelle I, daB bei der Eingabe von Rohrzucker und 
Phosphat der respiratorische Quotient jedesmal niedriger ist als in den 
Versuchen, wo nur Rohrzucker gegeben wurde. Der Unterschied im 
Respirationsquotienten betraigt gewéhnlich 0,15 bis 6,20, er ist also recht 
erheblich. In manchen Versuchen (vgl. Versuche 1290, 1291, 1294, 1295, 
1300, 1301, 1303) unterscheidet sich sogar der Respirationsquotient nach 
Eingabe von Rohrzucker und Phosphat nur unwesentlich vom Respirations- 
quotienten des Niichternzustandes. Ebenso wie der Respirationsquotient 
ist auch die Kohlenséureproduktion nach Einnahme von Kohlehydrat und 
Phosphat geringer, als nach Zufuhr der gleichen Rohrzuckermenge fiir sich. 
In Versuch 1289 wurde nach peroraler Zufuhr von 3g Rohrzucker bei 
einem Respirationsquotienten von 0,978 3,20g CO, pro Kilogramm und 
Stunde ausgeschieden. In Versuch 1291 hatte das gleiche Tier nach Auf- 
nahme von 3g Rohrzucker + 1g Dinatriumphosphat eine Kohlensaure- 
ausscheidung von 2,19g, und der Respirationsquotient war bloB 0,750. 
Auch nach Eingabe von Mononatriumphosphat und Rohrzucker (Ver- 
such 1290) war die CO,-Ausscheidung 2,34g pro Kilogramm und Stunde. 
Ein analoges Resultat ergibt auch ein Vergleich der Versuche 1293 und 1294 
und 1295, oder 1298 und 1299, 1300 und 1301, oder 1302 und 1303. 


Was die Gesamtkalorienproduktion anbetrifft, so ist dieselbe nach 
Einnahme von Kohlehydrat und Phosphat manchmal geringer als nach 
Kohlehydrat allein (vgl. Versuche 1286 und 1287, 1288; 1289 und 1290, 
1291; 1298 und 1299, 1300); in anderen Fallen aber bleibt die Kalorien- 
produktion fast unverandert (vgl. Versuche 1293 und 1294, 1302 und 1303). 
Bei der Beurteilung der Gesamtkalorienproduktion miissen zwei Faktoren 
beriicksichtigt werden: erstens, der Grad der Erhéhung des Respirations- 
quotienten nach Aufnahme von Kohlehydrat allein und zweitens, die Héhe 
des Respirationsquotienten nach Zufuhr von Kohlehydrat und Phosphat. 
Ist z. B. nach Kohlehydrat-Phosphatzufuhr der Respirationsquotient 
ziemlich tief (0,75 bis 0,80), so 1l4Bt er sich kaum mit dem Respirations- 
quotienten nach Kohlehydrataufnahme vergleichen, denn der Sauerstoff- 
verbrauch ist in beiden Fallen ganz verschieden. In solchen Fallen sagt der 
Vergleich der CO,-Ausscheidung mehr aus. 


B. Versuche mit Reis und Phosphat. 


Verfiittert man etwa 3 g Reis und gibt man dazu | g Dinatriumphosphat, 
so ist die Herabsetzung des Respirationsquotienten betrachtlich (vgl. Ver- 
suche 1304 und 1305). Aber auch bei 6g Reis allein und bei 6g Reis und 


Versuche mit Rohrzucker und Phosphat. 


- 


Tabelle 
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lg Dinatriumphosphat ist der Unterschied im Respirationsquotienten 
unverkennbar (vgl. Versuche 1315 und 1316). In den Versuchen 1320 und 
1321 wurde nach Zufuhr von 6,5 g Reis der Gaswechsel in 3 % Stundenperioden 
verfolgt. In den ersten 344 Stunden nach der Reisaufnahme ist der 
Respirationsquotient 1,00, in den nachfolgenden 34% Stunden 0,90. Nach 
Eingabe von 6 g Reis und | g Dinatriumphosphat (Versuche 1313 und 1314) 
bleibt der Respirationsquotient in den ersten 2 Stunden auf dem Niichtern- 
wert (0,726), in den nachfolgenden 3 Stunden steigt er nur auf 0,818. In 
den Versuchen 1322 und 1323 finden wir nach 7 g Reis und 0,5 g Dinatrium- 
phosphat in den ersten 3 Stunden einen Respirationsquotienten von 0,883, 
in den nachfolgenden 3 Stunden 0,886. 


Demgegeniiber hat in Versuch 1312 die Zugabe von 1g Dinatrium- 
phosphat zu 6g Reis fast keinen EinfluB auf den Respirationsquotienten 
und auf die CO,-Ausscheidung gehabt: beide Werte sind ziemlich hoch. 


C. Versuche mit Traubenzucker und Phosphat 
und mit Ldvulose + Phosphat. 


Diese Versuche ergeben das gleiche Bild wie die Rohrzuckerversuche : 
Traubenzucker und Dinatriumphosphat rufen keine so hohen Steigerungen 
des Respirationsquotienten und der CO,-Ausscheidung hervor, wie die 
gleichen Mengen Traubenzucker fiir sich allein genommen (vgl. Versuche 
1325, 1326 und 1324, 1327, 1328 und 1329). 


Bei den Versuchen mit Livulose fallt zuerst auf, daB dieses Kohlehydrat 
den Respirationsquotienten fast unbeeinfluBt 14Bt. Dieses gilt aber nur 
fiir die Ratte. Beim Menschen, sowie auch beim Hunde und bei anderen 
Tieren, ruft dagegen die Lavulosezufuhr einen sehr rapiden und einen sehr 
hohen Anstieg des Respirationsquotienten hervor. Der Respirationsquotient 
nach Eingabe von Lavulose allein und von Liavulose + Phosphat ist fast 
der gleiche. Die Kohlenséureausscheidung und die Kalorienproduktion 
erfahrt aber durch die Phosphatzulage eine unverkennbare Beeinflussung. 
Der besseren Ubersicht halber wurde der Gaswechsel in zweistiindigen 
Abstiinden verfolgt. Vergleicht man die Mittelwerte der CO,-Ausscheidung, 
des O,-Verbrauchs und der Kalorienproduktion bei Verfiitterung einmal 
von Lavulose allein, das andere Mal bei Eingabe von Liavulose + Phosphat, 
so erkennt man unschwer, da in jedem Versuchsabschnitt die Zahlen bei 
Lavulose + Phosphat geringer sind als bei Lavulose. In dieser Beziehung 
wirkt also das Phosphat auf. den Stoffwechsel der Livulose in ahnlichem 
Sinne wie auf den Umsatz der anderen Kohlehydrate. 


D. Versuche mit Zufuhr von Rohrzucker und nachtrdglicher Eingabe von 
Dinatriumphosphat. 


In den friiheren Versuchen wurde das Phosphat % bis 1 Stunde nach 
der Kohlehydratzufuhr eingegeben. Zur naheren Erforschung der Frage, 
ob eventuell durch das Phosphat die Zuckerresorption gestért wird, wurde 
bei diesen Versuchen so verfahren, daB zuerst der Gaswechsel nach Zufuhr 
von Kohlehydrat allein untersucht wurde. 3 bis 4 Stunden nach der Rohr- 
zuckerverfiitterung, also auf der Héhe der Kohlehydratverarbeitung, 
erhielten die Tiere das Phosphat und kamen % Stunde darauf wieder in 
den Versuchskasten. Wie die Versuche 1330 und 1331 sowie die allgemeinen 
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288 1. Abelin: 
Tabelle V. Glykogengehalt der Leber und der Muskeln bei Einga}, 
Nr. Datum Art der Fiitterung 
1924 Ratte 
l 3.XII.| Vorher 30 Stdn. Hunger. 6 Stdn. vor der Tétung Fiitterung mit 2, 
Dr i ss <'s ts: os 6 a-< 6 8s we © Ra bs 
2 | 3.XI1. 6 Stdn. vor der Tétung Fiitterung mit 2g Rohrzucker .. . 
i Day. GON eo Rd EMS ew wet ae Ge ee 4 
RR Ee eer i ee oe ee ee ee 
5 10. X11.) Vorher 30 Stdn. Hunger. 6 Stdn. vor der Tétung Eingabe von 2, 
Rohrzucker + 0,5 g a ly pg SO a 
6 | 10.XIT. 6 Stdn. vor der Tétung Eingabe von 2g Rohrzucker + 0,5¢ Di. 
Se ry ar a eee ee ee —- 
1925 
7 | 5.111. Vorher 30 Stdn. Hunger. 7,5 Stdn. vor der Tétung Eingabe von 2, 
Rohrzucker und 5,5 Stdn. vor der Tétung Eingabe von 1g 1D 
J RE eee ee pe 
8 | 5.111. 7,5 Stdn. vor der Tétung Eingabe von 2g Rohrzucker und 55 Stan 
vor der Tétung Eingabe von 1g Dinatriumphosphat 
Ratte 
9 | 16.T. Vorher = Stdn. Hunger. 6 Stdn. vor der Tétung 5g Reis . 
10 «4. IT. : 6g Bs 
11 | 13.1. Vorher 30 Stdn. Hunger. 6 Stdn. vor der Tétung je Reis, 5 Stdn 
I vor der Tétung 1g Dinatriumphosphat..... . ee 
12 | 13.1 SR ial Whar bees alts on aoa ew me ee sie 
{Ratte 
13 || 31.1. Vorher 30 Stdn. Hunger. 6 Stdn. vor der Tétung 3g Traubenzucker 
14 | 31.1. tI. <a Geiine ty ells doit e ek do6: eee 6 a ek, 
15 | 4.11, hg @ 30 Stdn. Hunger. 6 Stdn. vor der Tétung 3g Traubenzucker 
4 Stdn. vor der Tétung 1g Dinatriumphosphat ' 
oko SS ‘BaP ee era ee ee 
Ratte 
17 | 11.11. | Vorher 30 Stdn. Hunger. 8 Stdn. vor der Tétung 3g Dioxyacetor 
et Ca, I hs PEs gk ee eg kT 
19 12.11. | Vorher 30 Stdn. Hunger. 8 Stdn. vor der Tétung 3g Dioxy acetor 
6 Stdn. vor der oe a Dinatriumphosphat ...... 
ae © Wee SD 0? is foe op SR se Rae ee ole Oa we eee ef Bie 
Rati 
21 | 25.11. Vorher 30 Stdn. Hunger. 7 Stdn. vor der Tétung 2g Lavulose . 
22 26.11. Vorher 30 Stdn. Hunger. 7 Stdn. vor der Tétung 2 ¢ Lavulose 
+ 0,75g Dinatriumphosphat ......... 
23 | 20. TIT. Vorher 30 Stdn. Hunger. 8 Stdn. vor der Tétung 2g Lavulose 
6 Stdn. vor der Tétung 1g Dinatriumphosphat ..... . 
24 20.1V. Vorher 30 Stdn. Hunger. .8 Stdn. vor der Tétung 3g Lavulose 
6"), Stdn. vor der Tétung 1g Dinatriumphosphat .... . 
oP Se ED oo. 4. op haees-0 OaGe wed wb owe ow BE we 8 


*) Doppelanalyse. 
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n Kohlehydrat allein und von Kohlehydrat und Phosphat. 





Leber- 


zewicht 


GX 9B 
iS ees | 


! 
_ 
~~ 


6.0 


5.0 


49 


5,9 


7,6 
65 


Leberglykogen 

an 
0,224 3,41 
0,234 2,75 
0,183 3,22 
0.198 3,60 
0,093 1,30 
0.063 0,90 
0,074 1,28 
0,04 0,80 
0,343 | 463 
0,279 4,38 
0,0989 1,50 
0,148 | 1,90 
0,315 4,37 
0,255 3,90 
0,0 0,0 
0,035 0,80 
0,150 | 2.40 
0.235 | 3.20 
0,0087 | 0,14 
0,0 0,00 
0,210 3,60 
0,139 238 
0,232 | 3,94 
0,252 | 3,23*) 
0,338 | 5,20*) 


Menge der 
analysierten 
Muskel- 
substanz 


95 
10,0 


9.8 


113 


12,9 


10,7 


12,1 
12,3 


143 
15,0 


11,7 
9,8 
10,5 


Muskeiglykogen 


mg 


44.5 
46,3 


19,0 


31,1 


Pro. 


0,468 
0,463 


0,198 


0,38 
0,18 


0,39 
0,30 


0,41 
0,37 


0,30 
0,46 


0,49 
0,17 


0,24 
0,29 
0,0 


Bemerkungen 


Bei der Tétung findet man im Magen 
etwa lccm einer schleimigen Fliissig- 
keit, die stark sauer reagiert. 

Bei der Tétung findet man im Magen 
etwa 3ccm einer saver reagicrenden 
Flissigkeit. 


Der Magen enthalt noch Reisbrei. 


|Der Magen enthalt noch Reisbrei. 
{| Reaktion sauer. 


Magen stark gefiillt, der Mageninhalt 
reagiert saver. 
Magen gefiillt, Mageninhalt reagiert saver. 
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Erfahrungen lehrten, fallt die Hauptumwandlung der Kohlehydrate in die 
dritte bis fiinfte Stunde nach der Zuckerzufuhr. Die Versuche 1332 und 1333 
ergeben aber ein anderes Bild. Hier wurde 3 Stunden nach der Rohrzucker- 
verfiitterung Dinatriumphosphat gegeben. Die Folge war eine Senkung des 
Respirationsquotienten, der CO,, des O,, der Kalorienbildung. Der Respi- 
rationsquotient sinkt von 0,985 auf 0,775, die CO,-Ausscheidung von 3,33 g 
auf 2,01 g, der O,-Verbrauch von 2,45 g auf 1,88 g, die Kalorienproduktion 
von 8,65 auf 6,38, Die gleichen Erniedrigungen des Respirationsquotienten, 
der CO,, des O, und der Kalorienbildung finden wir nach Phosphat- 
zufuhr auch in den Versuchen 1334 bis 1339, nur sind hier die Zahlen- 
werte kleiner. 


E. Glykogengehalt der Leber und der Muskeln nach Eingabe von Kohlehydrat 
allein und von Kohlehydrat + Phosphai. 


Um einen tieferen Einblick in das Schicksal des Kohlehydrats bei der 
Eingabe desselben nebst Phosphat zu erhalten, muBte noch die Glykogen- 
bildung verfolgt werden. Vor der Kohlehydrat- bzw. vor der Kohlehydrat- 
phosphateingabe hungerten die Ratten 30 Stunden. Diese Hungerperiode 
ist unbedingt notwendig, da man sonst bei den Glykogenuntersuchungen 
ganz unsichere Resultate erhalt. Eine Hungerperiode von 16 bis 18 Stunden 
ist ungeniigend, da man danach bei vielen Tieren noch ziemlich erhebliche 
Glykogenmengen in der Leber findet. Dagegen ist nach 30 Stunden Hunger 
die Leber allermeistens praktisch glykogenfrei und enthalt etwa 0,1 bis 
0,3 Proz. Glykogen, die nicht in Betracht fallen. Der Rohrzucker, der 
Traubenzucker, die Livulose, das Dioxyaceton wurden mittels Magensonde 
eingegeben, der Reis wurde von den Tieren freiwillig gefressen. Bei den 
Versuchen mit Kohlehydrat und Phosphat wurde zuerst das Kohlehydrat, 
und 1, meistens aber 2 Stunden darauf wurde das Phosphat eingefiihrt. 
Die Tétung der Tiere erfolgte 6 bis 8 Stunden nach der Kohlehydrateingabe, 
zur Zeit der stairksten Glykogenbildung. Fast durchweg wurde nach der 
Herausnahme der Leber der Mageninhalt kontrolliert. Der Magen war 
meistens leer, ein Beweis dafiir, daB das Phosphat die Resorption des Kohle- 
hydrats vom Magen aus nicht gehemmt hat. Der Dickdarm war ge- 
wohnlich gefiillt, oftmals geblaht. 


Die Glykogenbestimmungen erfolgten nach der Methode von Piliiger. 
Die sofort nach der Tétung herauspraparierte Leber oder Muskulatur 
wurde in heiBe 60proz. Kalilauge gebracht und in bekannter Art weiter 
verarbeitet. Nach der Hydrolyse wurde der Zucker nach Bertrand bestimmt. 
Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Tabelle V zusammengefaBt. 
Beim Rohrzucker, beim Reis, beim Traubenzucker, beim Dioxyaceton 
findet man den Leberglykogengehalt nach Phosphatzusatz betrachtlich 
geringer als ohne Phosphateingabe. Im Durchschnitt setzte das Phosphat 
den Glykogengehalt der Leber beim Rohrzucker auf etwa ein Drittel, beim 
Reis auf etwa die Halfte der normalen Rohrzucker- bzw. Reiswerte herab. 
Im Mittel ergeben die Rohrzuckerversuche (Versuch 1 bis 4) einen 
Leberglykogengehalt von 3,33 Proz., der Mittelwert des .Leberglykogens bei 
Eingabe von Rohrzucker + Dinatriumphosphat betrigt dagegen 1,06 Proz. 
GréBer sind die Unterschiede beim Traubenzucker und beim Dioxyaceton. 
Hier kommt es nach Zugabe von Dinatriumphosphat fast zu keiner Glykogen- 
neubildung, der héchste Wert ist 0,8 Proz. Glykogen in Versuch 16 nach 
Traubenzucker und Phosphat. 
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Anders liegen die Verhaltnisse bei der Ldvulose. Hier bringt die Zu- 
gabe von Dinatriumphosphat keine Hemmung der Glykogenbildung mit. 
Die Leber eines Tieres, welches 2g Livulose bekam, enthielt 3,60 Proz. 
Glykogen. In der Leber der Tiere, welche neben 2 g Liavulose 0,75 bis 1,0 ¢ 
Dinatriumphosphat erhielten, wurden 2,38, 3,94, 3,23 und sogar 5,2 Proz. 
Glykogen gefunden. 


Zusammenfassung. 


1. Durch die gleichzeitige Zufuhr von Kohlehydrat und Di- 
natriumphosphat erleidet der Kohlehydratstoffwechsel wesentliche 
Verinderungen. In Versuchen an Ratten konnten folgende Ab- 
weichungen vom normalen Verhalten des Kohlehydratumsatzes fest- 
gestellt werden. 


a) Nach Eingabe von Kohlehydrat und Phosphat ist der Re- 
spirationsquotient bedeutend niedriger als bei Zufuhr der gleichen 
Menge Kohlehydrat allein. Wahrend nach Kohlehydratauf- 
nahme der Respirationsquotient ziemlich rasch den Wert von 
0,90 bis 1,00 erreicht, steigt er nach Kohlehydratphosphat- 
aufnahme nur auf 0,80 bis 0,85, manchmal ist der Respirations- 
quotient noch niedriger. 


b) Die Erhéhung der Kohlenséureproduktion, welche normaler- 
weise die Verarbeitung der Kohlehydrate begleitet, ist nach 
Aufnahme von Kohlehydrat + Phosphat bedeutend geringer, 
als nach Aufnahme einer gleich groBen Zuckermenge fiir sich 


allein. 


~~ 


c) In friiheren Versuchen konnte ferner gezeigt werden, daB die 
Hyperglykaimie nach Kohlehydrataufnahme, sowie die Insulin- 
hypoglykimie durch Phosphate und einige andere Salze beein- 
fluBt werden. 


2. Durch gleichzeitige oder aufeinanderfolgende Eingabe von 
Kohlehydrat und Phosphat (Reis + Dinatriumphosphat, Rohrzucker 
+ Dinatriumphosphat, Traubenzucker + Dinatriumphosphat, Di- 
oxyaceton + Dinatriumphosphat) wird die Glykogenbildung in der 
Leber stark gehemmt. Das Muskelglykogen wird durch die Phosphat- 
zufuhr nicht regelmaBig beeinfluBt. 


3. Die Glykogenbildung in der Leber nach Lavulosezufuhr wird 
durch die Eingabe von Phosphat nicht beeinfluBt. Sowohl nach Zufuhr 
von Lavulose allein, als auch nach Eingabe von Livulose -+- Phosphat 
kommt es in der Leber zu einer sehr reichen Glykogenablagerung. 


4. Ebenso wie das Dinatriumphosphat wirken auf den Kohle- 
hydratumsatz das Mononatriumphosphat, sowie einige andere Salze. 
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5. Auch bei Verfiitterung von EiweiB (rohes Fleisch) und nach- 
triglicher Eingabe von Phosphat findet man sowohl eine Herabsetzung 
des Respirationsquotienten, als auch eine Verminderung der Kohlen- 
siurebildung. Dieser Befund kann so gedeutet werden, dab der Umsatz 
des bei der EiweiBzerlegung gebildeten Zuckers durch das Phosphat 
beeinfluBt wird. 

6. Die Versuche beweisen die hohe Bedeutung der anorganischen 
Salze fiir den Kohlehydratstoffwechsel und sprechen dafiir, daB durch 
gewisse Elektrolytzusiitze das ganze Verhalten des Kohlehydrats im 
tierischen Stoffwechsel grundlegende Anderungen erfahren kann. 











Uber die Abhingigkeit der alkoholischen Girung 
von der Wasserstoffionenkonzentration. VY. 


Von 


Erik Hiigglund und Truls Rosenqvist. 
(Aus dem chemischen Institut der Akademie zu Abo, Finnland.) 
(Eingegangen am 9. Juni 1926.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Im weiteren Verlauf unserer Untersuchungen tiber die Abhangigkeit 
der alkcholischen Garung von der Wasserstoffionenkonzentration haben 
wir die zellfreie Gérung studiert, und zwar unter Anwendung von Hefe- 
saft nach Lebedew. Exakte Untersuchungen dieser Art sind bekanntlich 
friiher nicht ausgefiihrt worden. Um die Girungsgeschwindigkeit zu 
bestimmen, wurde, wie in der dritten Mitteilung, der Zuckerverbrauch 
gemessen. Bei den vorliegenden Untersuchungen wurde als Giarungs- 
substrat ausschlieBlich Glucose benutzt. Uber die Spaltung der Brenz- 
traubensiure mit Hefesaft bei verschiedener H -lonenkonzentration 
werden wir spiter berichten. 

Wie aus dem experimentellen Teile hervorgeht, verlduft der Zucker- 
abbau in dem Gebiet entsprechend py = 5,5 bis 8 mit praktisch derselben 
Geschwindigkeit, vielleicht, wie besonders aus den Diagrammen hervor- 
geht, mit einem schwachen Optimum bei dem Neutral punkt. 

Was nun den Verlauf der Garungsgeschwindigkeit betrifft, so ist 
es besonders bemerkenswert, daB in allen Fallen die Garung nicht 
sofort einsetzt. Eine Zeitlang merkt man keine oder nur sehr geringe 
Zuckerabnahme, aber nach dieser Periode setzt die Girung mit maxi- , 
maler Geschwindigkeit ein, welche bis zum Ende konstant bleibt. Das- 
selbe hat man schon frither bei dem Studium der Trockenhefegirungen 
beobachtet!). Abderhalden fihrt diese Erscheinung, ,,die Induktion“, 
auf das Aufleben der iiberlebenden Zellen zuriick. Sobotka vertritt eine 
aihnliche Meinung: ,,Jene Zellen, die nicht irreversibler Zerstérung 
anheimfielen, benétigen, je nach der Intensitét der Trocknung, ver- 
schiedene Zeiten, um nach Quellung der Membran auch in ihrem 


1) Abderhalden und Fodor, Fermentforschung 5, 138, 1921; Sabotka, 
H. 184, 1, 1924. 
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plasmatischen Innern jenen Mindestbetrag von Feuchtigkeit auf- 
zunehmen, der ihr Zymasesystem wieder in Funktion treten laBt.‘ 
Die Verinderung der einzelnen Zellen durch die Trocknung wird nach 
Sobotka durch die Dauer der Induktion angegeben. 

Wie voreilig eine solche Deutung der Induktionserscheinung ist, 
ergibt sich aus unseren Versuchen. Es ist deutlich, daB die Induktion 
nicht mit dem Aufleben und der Erweichung der Zellen in Zusammen- 
hang gebracht werden kann, da schon bei der Garung mit Saft allein 
diese Erscheinung zutage tritt. 

Wir werden in einer spiteren Mitteilung dieser Frage nihertreten. 





Experimentelles, 
Versuch 1. 
100 ccm Hefesaft nach Lebedew. 100ccm 5proz. Glucoselésung. 0,15 mol. 
Phosphatpuffer. 
Unvergorener Zucker || Unvergorener Zucker 
Zeit in 2,5cem Girlésung | in 2,5cem Giarlésung 
in Stunden Pu entsprechen com, Pu in com n/10 KMnO, 
| n/10 K MnO, | ausgedriickt 
0 7,8 18,6 5,8 178 
10 7,0 15,4 5,9 0 
12 7,7 13,3 
14 7,3 10,1 
16 8,1 6,2 
18 7,6 0,4 
20 7,1 0 


~ 


Insgesamt wurden 6,0ccm konzentrierter Natronlauge zugesetzt, um 
die Alkalinitét aufrechtzuerhalten. 


Versuch 2. 


Garansatz wie in Versuch 1. 





Unvergorener Zucker Unvergorener Zucker 


Zeit in 2,5cem Girlésung | in 25ccm Girlésung 
in Stunden PH | entsprechen ccm Pu } entsprechen ccm 
i n/l0 KMnO, I n/10 KMnO, 
0 8,6 18,4 6,2 18,0 
2 8,45 —- _— 18,0 
4 8,34 18,0 6,1 17,9 
6 8,2 = _— 18,0 
8 8,1 17,1 6,1 17,5 
10 7,6 ~ — 16,5 
12 7,65 15,6 5,9 14,2 
14 7,3 - — 11,5 
16 7,2 8,7 5,7 7,6 
18 7,3 — — 3,4 
20 7,6 0 5,1 0,6 


Insgesamt wurden 2,5cem konzentrierter Natronlauge zugesetzt, um 
die Alkalinitét aufrechtzuhalten. 
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¢ 6 8 10 2 W 16 18 20 0-2 6 8 0 tt Z2 
: Zeit in Stunden Zeit in Stunden 
Abb. 1. Abb. 2. 
Glucosevergirung mit Hefesaft in saurer Glucosevergirung mit Hefesaft in alkalischer 
Lésung Pa = 5.5 bis 6,5. Lésung Py = 75 bis 8. 
Versuch 3. 


Garansatz wie in Versuch 1. 





Unvergorener Unvergorener Unvergorener 
Zeit Zucker in 2,5ccm | Zucker in 2,5 ccm Zucker in 2,5 com 
in Stdn. PH Garldsg. eateprechen| PH | Lésung entsprechen PH — Lésung poe 
com n/10 K MnO, | com n/10 KMnO, com n/10 KMnO, 
0 8,3 18,7 6,9 18,3 6,1 | 18,3 
2 8,1 18,6 7,0 18,3 6,1 18,3 
4 8,0 18,4 7,3 17,8 6,1 18,2 
6 | 78 18,1 75 178 —_ 177 
8 79 17.5 71 16.7 6,0 16.4 
10 7,5 15,4 6,8 14,0 — 14,1 
12 7,2 11,9 65 8,5 5,8 10,5 
14 6,9 5,6 6,5 0 — 6,8 
16 6.9 0 55 3,5 
18 _— 1,1 
20 4,9 0 


Insgesamt wurden zu der alkalischen und neutralen Lésung je 3,5 cem 
konzentrierter Natronlauge zugesetzt, um die Alkalinitat aufrechtzuhalten. 
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com "fo KMn Oy unverg. Zucker pro 2,$ccm Ldsung 
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0 8 2 
Zeit in Stunden Zeit in Stunden 
Abb. 3. Abb. 4. 
Glucosevergarung mit Hefesaft Glucosevergarung mit Hefesaft in 
ae h0Lhl Ml saurer Losung 
- -- neutraler Lésung 
Pua=~™~ é alkalischer Lésung 
(Zusammenstellung). 
Garansatz wie in Versuch l. 
Unvergorener Unvergorener Unvergorener 
Zeit | Zucker in 2,5ccm Zucker in 2,5ccm Zucker in 2,5 com 
in Stdn. | Lésung entsprechen Lésung entsprechen Pu Lésung eae 

| com n/10 K MnO, i ecm n/10 KMnO, | com 0/10 KMnO, 
0 | 78 18,2 18,2 5,7 18,2 
4 7,6 18,1 18,2 5.7 18,1 
6 _ 17,4 18,2 58 17,8 
8 7,6 16,3 17,0 5,8 17,5 
10 7,2 13,9 14.0 58 16,4 
12 6,9 8,2 9,2 5,7 143 
14 6,9 0,7 0 5,6 12,0 
16 — 0 5,5 9,1 
18 52 6,0 
20 5,0 3,6 








Uber quantitative Bestimmung der Lipoide 
der aus Pferdeplasma ausgesalzten EiweiSkérper. 


Von 


A. Hugo T. Theoreil. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts 
zu Stockholm.) 


(Eingegangen am 9. Juni 1926.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die Fahigkeit der EiweiBstoffe, bei Ausfillung aus einer Lésung 
verschiedene Kérper mit sich zu reiBen, ist eine schon lange bekannte 
Tatsache. Natiirlich hat man eine solche gegenseitige Fallung zu er- 
warten, wenn man aus dem Blutplasma, das ja die verschiedensten 
wasserléslichen und wasserunléslichen Stoffe enthalt, die EiweiBkérper 
durch fraktionierte Sattigung mit Ammoniumsulfat entfernt. 

Der Gruppe der wasserunléslichen Stoffe des Plasmas gehéren die 
Lipoide an; es ist noch nicht aufgeklart, wie sie im Plasma klar gelést 
vorkommen kénnen, denn kolloidale Wassersuspensionen der Lipoide 
von der Konzentration des Plasmas sind milchweiB. Mehrere Verfasser 
meinen, daB die Eiweibstoffe fiir die klare Lésung der Lipoide eine 
Rolle spielen, entweder durch eine chemische Verbindung Lipoid— 
EiweiB, wie sie 2. B. von 2. Bang (1) in der Peritonealfliissigkeit zwischen 
Cholesterin und Euglobulin nachgewiesen ist, oder méglicherweise 
durch eine schutzkolloidale Wirkung der EiweiBstoffe auf die Lipoide. 
Es 1aBt sich auch denken, daB diese aufeinander schiitzend wirken, 
Phosphatide auf Cholesterin z. B. 

Wie dem auch sei, kann man im aus Plasma ausgesalzten Eiweib 
bedeutende Lipoidmengen zu finden erwarten. Indessen gibt es in der 
Literatur nur sparliche Angaben in dieser Frage. Matthews behauptet 
in seinem Lehrbuch, das ausgesalzte Globulin sei von Lecithin ver- 
unreinigt. AuBer dem rein chemischen Interesse, das eine Analyse 
der mit den Ejiwei®fraktionen ausgefallenen Lipoide beanspruchen 
diirfte, kommt nunmehr ein praktisches Moment hinzu. R. Fahraeus 
hat in seiner groBen Arbeit ,,The Suspension-Stability of the Blood“ 
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die erniedrigte Suspensionsstabilitét bei den verschiedensten pathologi- 
schen Zustinden und bei der Graviditat in prinzipieller Ubereinstimmung 
mit friiheren Autoren (2) durch eine ,,Globulinvermehrung“ im Blute 
zu erklaren versucht. Die Einwirkung verschiedener Fraktionen der 
EiweiBkérper im Plasma auf die Senkungsgeschwindigkeit der Erythro- 
cyten hat er durch den folgenden Versuch gezeigt: Aus Pferdeplasma 
wurden durch 27, 50 bzw. 100 Proz. Sattigung mit Ammoniumsulfat 
das Fibrinogen, das Globulin und das Albumin ausgefallt. Die ab- 
filtrierten Niederschlige wurden dialysiert, mit Riicksicht auf Stickstoff 
gleich konzentriert und mit Pferdeplasma isotonisch gemacht. Nach 
der Suspension gewaschener Blutkérperchen in den drei EiweiBlésungen 
wurde die Senkungsgeschwindigkeit im Fibrinogen am gréBten, im 
Albumin am geringsten gefunden. Fahraeus weist auf die verschiedene 
Viskositat der Liésungen hin: Je gréBer die Viskositit, je gréBer die 
Senkungsgeschwindigkeit. 

Linzenmeier (3) hat die Untersuchungen von Fahraeus wiederholt 
und besondere Versuche iiber die Bedeutung der elektrischen Ladung der 
Blutkérperchen gemacht, der von Fahraeus u. a. ein groBer Einflu8 auf die 
Suspensionsstabilitat friiher zugeschrieben worden war. Beiléufig sei hier 
bemerkt, daB Brinkman-van Dam (4) zu beweisen versuchen, daB Cholesterin 
die elektrische Isolation der Blutkérperchen bedinge. Ein interessantes 
Ergebnis teilt Linzenmeier mit: die Senkungsgeschwindigkeit der Blut- 
kérperchen in Fibrinogen- und Globulinlésungen ist gréBer, in Albumin- 
lésungen aber kleiner als diejenige in physiologischer Kochsalzlésung, obwohl 
die Albuminlésung viel viskéser als die letztere ist. Westergren (5) hat 
gezeigt, daB eine Bluteindickung mit vermehrter Viskositét durch Stase 
die Senkungsgeschwindigkeit unbeeinfluBt l4Bt. Kiirten (6)(4) ist auf 
Grund einiger experimenteller Untersuchungen der Ansicht, da8 die auch 
in anderer Hinsicht antagonistisch wirkenden Lipoide Lecithin und 
Cholesterin auch fiir die Suspensionsstabilitaét eine entscheidende Bedeutung 
haben. Durch geringe Zusitze einer wisserigen Cholesterinsuspension zu 
Blut erhielt er eine maximale Senkungsgeschwindigkeit. Eine wasserige 
Lecithinsuspension hatte eine antagonistische Wirkung. Ley (7) versuchte 
vergebens diese Resultate zu bestatigen. Kiirten weist fiir die Erklarung 
dieser Verschiedenheit auf die wenig iiberzeugende Méglichkeit hin, Ley 
hatte eine andere Modifikation von Cholesterin gebraucht. Gyérgy (8) 
erhielt mit einer Lecithinsuspension eine stabilisierende Wirkung, mit einer 
Cholesterinsuspension tiberhaupt keine. 

Zu diesen divergierenden Angaben méchte nur hinzugefiigt werden, 
daB8 natiirlicherweise die Herstellungsmethode der Suspensionen, die Zeit - 
und Temperaturverhiltnisse usw. eine groBe Rolle fiir das Resultat spielen 
kénnten. 

Die obigen Uberlegungen zeigen, daB eine quantitative Lipoid- 
bestimmung in den drei hauptsachlichen EiweiBfraktionen des Plasmas 
und besonders die Ermittlung des Verhiltnisses Cholesterin : Lecithin 
von Interesse fiir die Frage tiber die Ursache der Variationen der Sus- 
pensionsstabilitét des Blutes sein wiirde. 
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Experimentelles. 

3000 ccm klarem, frischem, méglichst himoglobinfreiem Pferde- 
plasma, in welchem die Koagulation durch Zusatz von Ammonium- 
oxalatlésung verhindert worden war, wurde gesittigte Ammonium- 
sulfatlésung bis zu 27 Proz. Siattigung beigemischt. Der entstandene 
Niederschlag von Fibrinogen wurde scharf abzentrifugiert : 30 Minuten 
bei 6000 Touren. Der an den Winden haftende Niederschlag wurde 
durch neues Zentrifugieren mit einer 27proz. gesattigten Ammonium- 
sulfatlésung gewaschen; die Waschfliissigkeit wurde weggegossen und 
der Niederschlag méglichst quantitativ aufgesammelt. Die Mutterlauge 
wurde mit gesattigter Ammoniumsulfatlésung zu 50proz. Sattigung 
versetzt und die ausgefallenen Globuline in derselben Weise wie das 
Fibrinogen abzentrifugiert. Die Waschung wurde jetzt mit halb- 
gesittigter Ammoniumsulfatlésung ausgefiihrt, die Waschfliissigkeit 
wie friiher weggegossen. Zuletzt wurde die Mutterlauge mit Ammonium- 
sulfat in Substanz gesittigt, die Fallung abfiltriert und auf dem Filtrum 
mit gesittigter Ammoniumsulfatlésung einmal gewaschen, 

In den zwei ersten Waschfliissigkeiten ging selbstverstindlich ein 
wenig EiweiB verloren. 

Als Kontrolle wurden 100 ccm desselben Plasmas genommen. 

Um eine Oxydation der Phosphatide soweit als méglich zu ver- 
meiden, wurden die Niederschlige und das Plasma in reiner Stickstoff- 
atmosphire oder im Vakuum aufbewahrt. 

Die gewonnenen Eiwei®fraktionen wurden unter einem Druck von 
reinem Stickstoff (250 mm) dialysiert. 

Im Laufe von 3 bis 4 Tagen weren die EiweiBkérper gelést und 
die Lésungen wurden wihrend der Dialyse so konzentriert, da® das 
gesamte Volumen der Lésungen ungefahr 700 ccm war. Die Dialyse 
wurde unterbrochen, als das Fibrinogen und das Globulin infolge der 
Salzarmut teilweise ausfielen. Die Fibrinogenlésung war dann hellrot, 
die Globulinlésung dunkelgriin; beide hatten eine Konsistenz wie 
dickes Ol. Die Albuminlésung war schokoladenbraun und etwas leicht- 
flieBender. 

Zur Trocknung wurde nach Frdnkel-Eljers Natriumsulfat ver- 
wendet. In diesem Zusammenhang sei hervorgehoben, daB eine in 
Abderhaldens Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden, Teil VI, 
Abt. 1, 8.5, 1925, empfohlene Trocknungsmethode mit Na,H PO, 
statt Na,SO, fiir Lipoidextraktion unverwendbar ist. Das erstere Salz 
reagiert ja alkalisch, lést sich bei der Extraktion im Soxhlet in der 
Extraktionsfliissigkeit, die ja immer wasserhaltig wird, und bewirkt 
eine Verseifung der Phosphatide und Neutralfette, verwandelt die freien 
Fettsiuren in Seifen und ruft auBerdem eine ungeheuer starke Mib- 
firbung hervor, die teilweise in den absoluten Ather iibergeht und jede 
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kolorimetrische und spektrophotometrische Bestimmung der Cholesterin- 
stoffe unméglich macht. 

Als die EiweiBlésungen mit 70 Proz. wasserfreiem Natriumsulfat 
gemischt waren, wurden sie einige Tage im Vakuum aufbewahrt, wobei 
sie kontinuierlich Wasser abgaben. Nach Verlauf dieser Zeit waren 
die Lésungen zu steinharten, spréden Kuchen verwandelt, die in einer 
Kugelmiihle zerteilt wurden. Die in derselben Weise wie oben ge- 
trockneten 100 ccm Plasma mu8ten wegen Mangel an Extraktions- 
apparaten bedeutend linger, ungefihr 2 Monate, im Vakuum verweilen. 
Das getrocknete Plasma zerfiel wihrend der langen Zeit im Vakuum 
spontan in einen feinen Staub. 

Da etwas vom EiweiBsalzstaub an den Kugeln haften blieb, wurde 
der Staub und die Kugel mit anhaftendem Staube gewogen, die Kugel 
gewaschen und trocken nochmals gewogen. Der iibrigens kleine Verlust 
wurde in Riicksicht genommen. 

Von der quantitativen Extraktion konnte a priori erwartet werden, 
daB sie sehr zeitraubend werden wiirde (9) (10). Sie wurde in Stickstoff- 
atmosphiare in der folgenden Weise ausgefiihrt: Die RiickfluBkihler 
der Soxhletapparate wurden mittels Gummischliuche miteinander zu 
einem einzigen AusfluB vereinigt und mit dem von Stickstoff erfiillten 
oberen Raume einer groBen Flasche verbunden, die zur Hilfte mit 
gekochtem Wasser beschickt war. Die Flasche stand durch einen 
Heber in Verbindung mit einer zweiten Flasche, die gleichfalls zur 
Halfte mit Wasser, von Paraffinél bedeckt, gefiillt war. Diese zweite 
Flasche stand mit der AuBenluft in offener Kommunikation; das 
Paraffinél hinderte die Diffusion der Luft ins Wasser. Die Luft wurde 
zuerst durch Kochen der Extraktionsfliissigkeiten aus den Apparaten 
volistandig vertrieben und dann erst die Verbindung Kiihler— Flasche 
hergestellt. Beim Erkalten der Apparate kondensierten sich die Dampfe, 
Stickstoff wurde von der ersten Flasche in die Apparate gesogen und 
eine entsprechende Menge Wasser floB durch den Heber von der zweiten 
in die erste Flasche. 


In dieser Weise wurden 66,02 Proz. des Fibrinogens, 42,50 Proz. 
des Globulins, 33,58 Proz. des Albumins folgendermaBen extrahiert : 


Tabelle I. 





Extraktionsfliissigkeit Zeit in Stunden 


ee SPR OS ET od 2 

3 Teile Alkohol + 1 Teil Ather . 2x 24 

RR SEIN ae es 2x 24 
3 x 24 
4x 24 
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Wegen der nicht zu vermeidenden Feuergefahr wurde taglich nur 
6 bis 10 Stunden das Wasserbad unter den Apparaten gewirmt; die 
Extraktion findet ja doch wahrend der ganzen Zeit statt, obschon 
bisweilen bei etwas niedriger Temperatur. 

Die Riickstiinde der Chloroformextraktionen wogen in allen Fallen 
nur wenige Milligramme; die Extraktion im Soxhlet wurde auf diesem 
Punkte unterbrochen. Alle Extrakte von jedem EiweiBkérper wurden 
vereinigt und wasserfreies Natriumsulfat hinzugefiigt. Nach 24stiindigem 
Verweilen in Stickstoffatmosphire wurden die Extrakte in Fraktionier- 
kolben hineinfiltriert, die Filtra mit absolutem Ather gewaschen und 
die Fliissigkeiten unter vermindertem Druck bei etwas erhéhter Tem- 
peratur eingedampft. Stickstoff wurde dabei durch die Losungen 
geleitet. Die wasserfreien Riickstiinde in den Kolben wurden in Chloro- 
form aufgenommen, in 100-ccem-MeBkolben hineingebracht und diese 
mit dem zur Auswaschung der Destillationskolben benutzten Chloro- 
form bis zur Marke gefiillt. Das Plasmaextrakt wurde genau in derselben 
Weise hergestellt und in einem 50-cem-Kolben mit Chloroform auf- 
genommen. 

Um das Gewicht der Lipoidextrakte zu bestimmen, wurde die 
Trockensubstanz in Teilen der Chloroformlésungen bestimmt. Diese 
Lésungen von Fibrinogen-, Globulin-, Albumin- und Plasmaextrakt 
werden unten A;, Ay bzw. Ay, genannt. 





Tabelle II. 
f Trockensubstan Trock bst 
Lésung ccm Trockensubotens | suf die mes Fraktion pa ¢ Eiweid 
= eS ie & ; Fe ; 2 z _8 
A, 2 | 00248 1,88 | 00555 
An 4 | 00270 = (| 1.59 0.0201 
Am 2 | oo272 (| 4.05 0.0656 


Fiir Plasma wurde diese Bestimmung nicht ausgefiihrt, weil die 
Extraktion des Plasmas sehr unvollstandig ausgefallen war. 

In kleinen Proben der extrahierten Massen wurden jetzt quantitative 
EiweiBbestimmungen ausgefiihrt. Abgewogene Mengen wurden mit 
einer kochenden Mischung von Sdérensens Reagens und Wasser, dann 
mit Wasser zum Verschwinden der Sulfatreaktion gewaschen und 
zuletzt mit Alkohol und Ather getrocknet. Die Filtrate waren eiweiBfrei. 

Die Doppelbestimmungen ergaben sehr befriedigende Werte. 
Durch das Waschen der ausgesalzten Niederschlige scheinen nach 
den obigen Bestimmungen etwa 5 Proz. vom EiweiB verloren gegangen 
zu sein. 


Biochemische Zeitschrift Band 175. 20 
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Tabelle III, 


Eiweif 


Praparat Eiweif im Plasma 
8 Proz. 
Ganze Fibrinogenfraktion . .. . 33,9 1,13 
.  Globulinfraktion ..... 79.3 2.64 
Albuminfraktion ... . ._ 61,7 2.06 
GesamteiweiB 174.9 5,83 
3000 com PlasmueiweiB .... . 184,2 6,14 


Nach Thaysen (9) ist es unméglich, eine quantitative Extraktion 
von Plasma und Serum im Soxhlet zu erhalten. Deshalb wurde das 
extrahierte Eiwei8 durch einstiindiges Kochen mit 20proz. Natronlauge 
zerlegt, wobei nur ein winziger Teil der Cholesterinester verseift werden 
soll. Die entstandenen braunen Lésungen wurden mit Ather in Scheide- 
trichtern sechs- bis siebenmal geschiittelt, die Atherportionen vereinigt 
und einige Male mit schwach alkalischem Wasser (um die Hydrolyse 
der mitgeschleiften Seifen zu verhindern), dann mit destilliertem 
Wasser bis zu neutraler Reaktion gewaschen. Die ersten Waschwiisser 
wurden mit der Mutterlauge der ersten Extraktion zusammengenommen, 
mit Salzsiiure sauer gemacht, mittels mehrfach erneutem Ather extrahiert 
und zuletzt die vereinigten Extrakte zur neutralen Reaktion mit Wasser 
gewaschen. Nach Verdampfung des Athers wurden die verschiedenen 
Riickstiinde in absolutem Ather aufgenommen, tiltriert, die Filtra 
gewaschen, die Lésungen abgedampft und die Riickstande gewogen. 
Die Gewichte wurden auf die ganzen Eiweibfraktionen und auf 3000 ccm 
Plasma umgerechnet. 


Bezeichnungen: 


> a > . 2 
B*, B*, Ba,, Ph = Atherextrakte aus alkalischer Lésung der zerlegten 


. bzw. Fraktionen und des Plasmas. 


s p 3 
P, = Atherextrakte aus saurer Lésung der zerlegten bzw. 
Fraktionen und des Plasmas. 


Bs, Bs, Be 


Tabelle IV. 





Gewicht auf die 


. ganze Fraktion Gewicht 
stkaliochet {Seung) | 2%, tu 20 cm | ro g Ewell 
& | g 
Bi 0,0456 0,001 35 
BS, 0,0710 0,000 895 
Bi, 0,1467 0,002 38 
Pt 2,34 0,0127 








Aus 


Lipoide. 


Tabelle V. 
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Extrakt 
(aus saurer Lésung) 


BS 
BS 
Bh, 


»s 
Py, 


den obigen 


Gewicht auf die 
ganze Fraktion 
bzw. auf 3000 ccm 
Plasma umgerechnet 


0,0418 
0,0905 
0.2324 
3,023 


Gewicht 
des Extraktes 
pro g Eiweifs 


& 


0,001 23 
0,001 14 
0,003 77 
0.0175 


Tabellen geht hervor, daf die Extraktion der 


Fraktionen im Soxhlet ziemlich vollstandig, diejenige des Plasmas 
dagegen sehr unvollstindig gewesen ist. 


Phosphorbestimmungen in den A-Lésungen wurden dann nach Pregl 


gemacht. 


Tabelle VI. 





Lésung 


A, 
Ay 
Am 


1,0 
3.0 
2.0 
4.0 
05 
15 
2.0 
8.0 


mg P mg P in der ganzen 
mg P pro ccm Fraktion bzw. auf 
im Mittel 3000 com Plasma 
0.1470 >] ° 9 
04358 0,1462 21,12 
0,1319 os 
02593 0,0654 22.20 
0,1208 ° 27 OF 
0/3609 0,2411 69,87 
0.0149 a . 
00596 0.0075 11,25 


Auffallend ist der hohe P-Gehalt des Albuminextraktes und die 


sehr niedrige P-Menge im Plasmaextrakt. Von den nach Zerlegung des 


EiweiBes mit Natronlauge gewonnenen Fettséuren kann natiirlich ein 
gréBerer oder geringerer Teil von friiher nicht extrahierten Phosphatiden 
stammen, wahrscheinlich ein groBer Teil, da ja ziemlich feste chemische 
Verbindungen Phosphatid-EiweiB bekannt sind, wihrend fiir die 
gewohnlichen Fette solche, soweit ich kenne, nicht nachgewiesen sind. 
Die nach dem Kochen des Plasmas mit Natronlauge erhaltenen Fett- 
siiuren reichen indessen gut hin, um das Defizit im Phosphatidgehalt 


der P,-Lésung zu erkliren. 
a 


Wie spiter gezeigt wird, waren auch die 


anderen Lipoide im Soxhlet aus dem Plasma sehr mangelhaft extrahiert 
Den Grund hierzu kann ich nicht angeben. Méglicherweise 
hat die langere Trocknungszeit eine Rolle gespielt. Aus den ausgesalzten 
EiweiBfraktionen dagegen wurde der weit iiberwiegende Teil schon im 
Soxhlet (A-Lésungen) extrahiert. 


worden. 


20* 
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Bestimmung der totalen Menge der Fettsduren in den A-Lésungen. 


Nach den Phosphorbestimmungen wurden die Reste der A-Extrakte 
mit 5proz. alkoholischer Kalilauge wahrend einer Stunde verseift. 
Nach dieser Zeit wurden die Lésungen mit Hilfe von Alkohol quantitativ 
in Scheidetrichter iibergefiihrt, mit dem gleichen Volumen Ather 
gemischt und geschiittelt; Wasser wurde dann bis zur Trennung der 
Schichten zugesetzt. Die wiisserigen Lésungen wurden noch fiinf- bis 
sechsmal mit Ather extrahiert und die vereinigten Atherextrakte einige 
Male mit schwach alkalischem Wasser, dann mit Wasser bis zu neutraler 
Reaktion gewaschen. Der Ather wurde auf dem Wasserbad schnell 
verjagt und die Riickstaénde in je 100ccm Chloroform quantitativ 
gelést. Die untere Schicht der ersten Trennung zusammen mit den 
ersten Waschwiissern wurden durch Salzsiiure sauer gemacht und die 
ausgefallenen Fettsiiuren im Scheidetrichter mit Ather energisch 
extrahiert, die Extrakte mit Wasser gewaschen. Die Riickstande nach 
dem Verdunsten der gewaschenen Atherextrakte wurden noch durch 
ihre Lésung in einem kleineren Volumen absoluten Athers und Filtrierung 
gereinigt. Nach Verdampfung des Athers wurden folgende Werte er- 


halten : Tabelle VII. 





Totalfettsauren in den Fettséuren 


Lécung me Darin Fettsauren = 1. pro g Eiweif 
i r) 8 r) 
A, 89 0.5141 0,8341 0,002 46 
Ay 89 0,0829 0,3554 0,000 448 
Aim 89 0,5349 1,9570 0,003 17 
P, 39 0,0228 0,8790 0,000 477 
Wie man nach den P-Bestimmungen erwarten konnte, wurden in 
A, + A, + Ay, mehr Fettséuren gefunden als in P,. 


Bestimmung der Cholesterinstoffe. 


Fiir Gie quantitative Analyse der Cholesterinstoffe erbot sich zunichst 
Windaus (11) Digitoninmethode, fiir das Oxycholesterin Lifschiitz’ (12) 
spektrometrisches Verfahren. Die erste Methode liefert gute Resultate. 

Wihrend der Analyse zeigte es sich, daB die Extrakte an Cholesterin- 
ester ziemlich arm waren; fiir ihre Ermittlung war eine Bestimmung 
mit Liebermann-Burchards Reaktion in der Hauptsache nach Lifschiitz 
daher am geeignetsten. 

Indessen habe ich an der Methode bedeutende Modifikationen 
machen miissen. 

Erstens verwandte ich statt des von Lifschiitz empfohlenen Ver- 
gleichsspektroskops einen Spektrophotometer vom Hiifnerschen Typus. 
Die Vorteile sind offenbar; man kann eine beliebige Anzahl von Ab- 
lesungen machen und dadurch die Genauigkeit sehr wesentlich erhéhen ; 








eee 


Lipoide. 305 


man vermeidet ganz die Verdiinnung mit Eisessig, und man braucht 
nur ein fiir allemal ein wenig Testsubstanz fiir die Ermittlung des 
Extinktionskoeffizienten herzustellen. 

Weiter schien es durchaus notwendig zu sein, den Verlauf der 
verschiedenen Reaktionen etwas naher zu untersuchen. 

Versuchstechnik. Die Reaktionsmischungen wurden immer nach 
Lifschiitz’ Vorschriften angefertigt; also fiir Liebermann-Burchards 
Reaktion. Substanz in 1 Vol. Chloroform gelést +- 2 Vol. Essigsiiure- 
anhydrid + 0,25 Vol. Eisessig-Schwefelsiuremischung nach Li/schiitz, 
9 Vol. Eisessig +- 1 Vol. konzentrierter Schwefelsiure. 

Fiir Liebermanns Reaktion. Substanz in 1 Vol. Eisessig oder Essig- 
siureanhydrid gelést, sonst genau wie oben. 

Fiir Lifschiitz’ Reaktion. Substanz in 1 Vol. Chloroform gelést 
+ 2 Vol. Eisessig + 8 Tropfen konzentrierter Schwefelsiure +-2'Tropfen 
Eisessiglésung mit 5 Proz. Eisenchlorid. Zu dieser Reaktion verwandte 
ich immer dieselben Pipetten. Die 8 + 2 Tropfen machten fast genau 
0,25 cem aus. 

Die ermittelten Werte des Extinktionskoeffizienten sind saimtlich 
fiir 1 mg Testsubstanz in irgendwelcher von obigen Mischungen (3,25ccem) 
der gréBeren Ubersichtlichkeit wegen umgerechnet. 

Als Testsubstanzen verwendete ich Cholesterin, aus Gallensteinen 
hergestellt, mehrfach aus Alkohol umkristallisiert, vom Schmelz- 
punkt 146°C. 

Reines Cholesteryloleat wurde aus Pferdeplasma nach den An- 
weisungen von Hiirthle (13) hergestellt. Der Schmelzpunkt war nach 
mehreren Umkristallisationen konstant 41°C. Das Priparat bestand 
mikroskopisch ausschlieBlich aus Nadeln, gab mit Digitonin auch 
nach 24 Stunden in der Kialte keinen Niederschlag und enthielt also 
kein freies Cholesterin. 

Bei der Herstellung des reinen Oxycholesterins nach Li/schiitz 
wurde eine weiBe Verunreinigung erhalten, die in Benzol uniéslich war 
und sich also leicht entfernen lieB. Nach einigen Schwierigkeiten gelang 
es mir, in zwei Darstellungen Priparate mit iibereinstimmenden chemi- 
schen und physikalischen Eigenschaften zu erhalten. Die Priparate 
bildeten einen hellgelben, klar durchsichtigen Lack, der auf dem 
Wasserbad eine weiche, fadenziehende Masse bildete. In Methylalkohol 
und Benzin waren sie leicht und klar léslich. Die ,,kombinierte Cholestol- 
reaktion’’ auf gewdéhnliches Cholesterin fiel negativ aus. Bei der 
Ausfihrung der Essigschwefelsiurereaktion traten die von Lifschiitz 
beschriebenen Farben prachtvol] auf, ebenso wie das charakteristische 
Absorptionsspektrum mit dem scharfen Bande im roten Gebiet. In 
diesem Streifen wurde der Extinktionskoeffizient in mehreren Be- 
stimmungen gemessen. Dabei, wie in allen folgenden Messungen mit 
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dieser Reaktion, wurde folgende Technik befolgt: Testsubstanz in 
leem Chloroform gelést + 2ccm Eisessig + 8 Tropfen konzentrierter 
Schwefelsiure wurden zusammen gemischt und wihrend 15 Minuten 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach Verlauf dieser Zeit wurden 
die zwei Tropfen Eisenchlorid-Eisessiglésung hinzugefiigt, dann 1 bis 
2 Minuten abgewartet, die Fliissigkeit in den Schulzeschen Trog ge- 
gossen und abgelesen. In dieser Weise wurde eine Reihe von Be- 
stimmungen mit verschiedenen Konzentrationen der beiden Priparate 
gemacht. 

Der Extinktionskoeffizient von 1 mg in der oben beschriebenen 
Reaktionsmischung (3,25 cem) wird hiernach e bezeichnet. 


Fiir das erste Priparat ¢ = 3,22 


Fiir das zweite Priparat ¢ = 3,26 
Mittel . . .€ 3,24 


Die Liebermann-Burchardsche Reaktion auf Cholesterin, Oxy- 
cholesterin und Cholesterin-Olsaureester habe ich bei verschiedenen 
Temperaturen und in verschiedenen Konzentrationen naher untersucht. 


Versuch 1. 1 Vol. 0,5prom. Chloroformlésung von Cholesterin + 2 Vol. 
Essigséiureanhydrid + 0,25 Vol. Essigsiure-Schwefelsiuremischung. Tem- 
peratur 14,5°C. 

Zeit in Minuten nach 
der Mischung: 40 60 75 90 120 150 180 300 
e: 0,768 1,089 1,274 1,360 1,477 1,556 1,472 1,163 

Versuch 2. Reaktionsmischung wie im vorigen Versuch. Temperatur 
18,6° C. 

Minuten: 20 40 60 90 130 180 240 
e: 0,715 1,204 1,433 1,553 1,583 1,477 1,360 

Versuch 3. Reaktionsmischung wie oben, 35° C. 

Minuten: 5 10 15 20 25 30 45 60 75 


e: 0715 1451 1,576 1445 1,315 1,188 1,001 0812 0,701 
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Zine ungefahre Vorstellung iiber die Einwirkung der Temperatur auf 
die Reaktionsgeschwindigkeit konnte dadurch erhalten werden, daB hori- 
zontale, die Kurven schneidende Linien gezogen und die Verhaltnisse der 
den Schnittpunkten entsprechenden Werte an der Abszisse berechnet wurden. 
Eine solche Vergleichung der Versuche 1 und 2 ergab in vier verschiedenen 
Fallen (s. Abb. 1) annadhernd denselben Wert: 1,75 als Verhaltnis der 
Abszissen. Wenn man annimmt, da8 die Reaktionsgeschwindigkeit mit der 
Temperatur in geometrischer Reihe wiachst (s. z. B. Nernst, Theoretische 
Chemie, 8. bis 10. Aufl., 8. 751, Beispiel), so ergibt sich die folgende Gleichung : 
Reaktionsgeschwindigkeit bei 7° + 1° C 
~ Reaktionsgeschwindigkeit bei 7° C 

z= 1,15, 
Fiir jeden Grad Celsius Temperaturerhéhung wird also die Reaktions- 
geschwindigkeit mit 1,15 multipliziert. 


g'86-145 _ 1,75, wo z= 


Versuch 4. 1 Vol. Lprom. Chloroformlésung von Cholesterin + die 
Reagenzien wie oben. Temperatur 35°C. 

Minuten: 5 10 15 20 25 30 40 50 60 75 
e: 0,681 1,439 1,611 1,521 1,341 1,233 1,049 0,915 0,809 0,719 

Aus einem Vergleich dieses Versuchs mit dem Versuch 3 geht hervor, 
daB die Werte des ¢ innerhalb der Fehlergrenzen miteinander iibereinstimmen. 
Der Extinktionskoeffizient ist also in jeder Phase der Reaktion der Konzen- 
tration des Cholesterins proportional. 

Hervorzuheben ist, daB8 die roten und blauen Reaktionsstadien immer 
vor der ersten Ablesung abgelaufen sind. 

Das Maximum ist immer nach 15 Minuten bei 35°C erreicht. Gerade 
bei diesem Punkte wurde daher der Extinktionskoeffizient unter Anwendung 
verschiedener Konzentrationen etwas genauer bestimmt. Als Mittel von 
sechs Bestimmungen wurde ¢ = 1,578 + 0,0085 erhalten. 

Dieser Wert gilt, gleichwie die in obigen Versuchen mitgeteilten, fiir 
1 mg kristallisiertes Cholesterin mit 1 Mol. Kristallwasser. Fiir das wasser- 
freie Cholesterin wire unter Voraussetzung der Formel C,,H,,O der Wert 
e = 1,652 + 0,0089 zu setzen. 

Die spektrale Empfindlichkeit der Lifschiitzschen Essigsiure-Schweéfel- 
siurereaktion ist also nur ungefaéhr zweimal so groB wie die der Liebermann- 
Burchardschen, innerhalb der unten naher bestimmten Spektralbereiche ; 
Lifschiitz gibt leider keine Wellenlingen an, aber nach seiner Beschreibung 
14B8t sich annehmen, daB er fast genau in derselben Gegend des Spektrums 
wie in dieser Arbeit seine Bestimmungen gemacht hat. Als Verhiltnis 
zwischen der spektralen Empfindlichkeit der Li/schiitzschen Reaktion und 
der der Liebermann-Burchardschen gibt er nach Bestimmung der betreffen- 
den Minimalabsorptionen 3 bis 4 an. 

Als eine Kontrolle von Lifschitz’ Behauptung, daB die Liebermann- 
Burchard-Reaktion mit Cholesterin und mit Oxycholesterin identisch ver- 
laufe, wurden folgende Versuche ausgefiihrt. 


Versuch 5. 0,5 prom. Chloroformlésung von Oxycholesterin + Reagenzien 

wie oben, 17,5°C. 
Minuten: 5 10 15 2 2% 35 4 6 75 % 105 120 
é: 1,496 1,583 1,604 1,569 1,522 1,390 1,308 1,236 1,178 1,112 1,056 0,996 
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Versuch 6. Reaktionsmischung wie Versuch 5, 35°C. 


Minuten: 5 10 15 20 30 40 60 
é: 1,583 1,313 1,188 1,041 0,874 0,742 =: 0,608 
Versuch 7. lprom. Oxycholesterinlésung, sonst wie im Versuch 6. 

Minuten: 5 10 15 20 30 40 60 80 


=: 1,630 1316 1,174 1,006 0874 0,726 ~—«(0618 ~—«*0,549 
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Die Beschleunigung der Reaktion durch Warme wird in der oben 
angegebenen Weise ermittelt. In den fiinf eingezeichneten Héhen wird 
erhalten bzw. 4,0, 4,0, 4,4, 4,9, 5,3. Mittel 4,5. 

Also C35—175 = 4,5; C = 1,09. 

Liebermann-Burchards Reaktion auf Oxycholesterin scheint somit 
von der Warme etwas weniger beschleunigt zu werden, als es fiir Cholesterin 
der Fall war. 

Aus einer Zusammenstellung der Versuche 3 und 6, Abb. 3, geht hervor, 
daB die hier gewonnenen Resultate mit den Lifschiitzschen durchaus un- 
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vereinbar sind; er behauptet mit groBer Scharfe und meint auch mit seiner 
Methodik bewiesen zu haben, daB die Liebermann-Burchard-Reaktion mit 
Cholesterin und Oxycholesterin identisch seien. Es ist etwas schwer zu 
verstehen, wie er seine Resultate gewonnen hat, denn die Reaktion verlauft 
ja sowohl bei 35°C (Abb. 3) wie auch bei Zimmertemperatur (Abb. 4) viel 
schneller mit Oxycholesterin. 

Nach 15 Minuten bei 35°C war das Maximum im Cholesterinversuch 
e = 1,652 erreicht; bei diesem Zeitpunkt ist « fiir Oxycholesterin bis 
auf 1,18 abgefallen. Gerade dieser Wert wurde mehrfach in verschiedenen 
Konzentrationen bestimmt. Als Mittel der sehr gut iibereinstimmenden 
Messungen wurde « = 1,18 gefunden. Es ist also meiner Meinung nach 
unmdglich, ohne weiteres das Totalcholesterin mittels der Liebermann- 
Burchardschen Reaktion zu bestimmen. Dasselbe gilt natiirlich auch fiir die 
Authenriethsche kolorimetrische Methode. Einen richtigen Wert des Gesamt- 
cholesterins bei Gegenwart von Oxycholesterin erhaélt man nach der quanti- 
tativen Bestimmung des letzteren vermittelst der Essigséure-Schwefelsaure- 
reaktion unter Beriicksichtigqung der verschiedenen Extinktionskoeffizienten 
1,652 und 1,18 nach exakt 15 Minuten bei 35°C. Vor dem Zusetzen der 
Schwefelsaéure soll darum die Mischung Chloroform-Essigséureanhydrid auf 
35°C aufgewarmt sein. 

Der schnellere Verlauf bei der Oxycholesterinreaktion scheint mir 
méglicherweise darauf hinzudeuten, daB die Oxydation des Cholesterins im 
Reaktionsgemisch tiber Oxycholesterin als eine erste Stufe verliuft. 

Die oben erwaihnten Cholesterinester (wohl fast ausschlieBlich das 
Oleat) gaben dieselben Kurven wie das freie Choiesterin. Im Maximum war 
€ pro 1 mg wasserfreies, freies Cholesterin = 1,650. 


Liebermanns Reaktion. 

Versuch 8. amg Cholesterin in accm Eisessig frisch gelést + 2a ccm 
Essigsdéureanhydrid + 0,25a ccm Essigséure-Schwefelséuremischung. 1$,5°C. 
Minuten: 60 120 180 240 400 

é: 0,483 0,742 0,838 0,813 0,663 





Versuch 9. Reaktionsmischung wie im Versuch 8. 35° C. 
Minuten: _ A alin ge 9 120 
e:; 0,781 0,845 0,777 =, 0,640 0,547 


Bei dieser Reaktion war also ¢ max. ungefahr = 0,84 (fiir wasserhaltiges 
Cholesterin), woran man sich z. B. bei einer spektrophotometrischen Analyse 
des nur in Eisessig léslichen Cholesterindigitonids erinnern muB. Ich habe 
mich iibrigens iiberzeugt, da8 das Digitonid denselben e wie freies Cholesterin 
gibt. Lifschiitz behauptet, daB diese Reaktion gegen Warme wenig empfind- 
lich sei, was mit den obigen Bestimmungen sehr schlecht iibereinstimmt, da 
bei Zimmertemperatur das Maximum erst nach 3 bis 4 Stunden, bei 35° C 
schon nach 40 Minuten erreicht wurde. 

Auch Liebermanns Reaktion verlief unter Anwendung von Oxychol- 
esterin viel schneller als mit Cholesterin, wie folgende Versuche zeigen. 


Versuch 10. 1 Vol. lprom. Oxycholesterinlésung in Eisessig (frisch 
bereitet) + 2 Vol. Essigsiureanhydrid + 0,25 Vol. Eisessig-Schwefelsaure- 
mischung. 16,5°C. 

Minuten : 4 8 12 16 20 w 45 60 110 180 185 210 250 420 

e: 0,975 1,233 1,438 1,438 1,309 1,114 1,002 0,903 0,729 0,686 0,613 0,594 0,559 0,429 
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Versuch 11. Temperatur 35°C, sonst wie Versuch 10. 
Minuten : 5 10 15 20 30 40 60 
é: 1,233 0,975 0,831 0,726 0,643 0,581 0,491 
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Das Oxycholesterin gab also einen schnelleren Verlauf der Reaktion 
und ein héheres ¢ max., was wohl auch mit der leichteren Léslichkeit des 
Oxycholesterins im Reaktionsgemisch im Vergleich mit Cholesterin zu- 
sammenhangen diirfte. 

Im Versuch 11 ist ¢ max. schon nach 5 Minuten wahrscheinlich 
passiert. 

Liebermanns Reaktion soll mit Cholesterinester negativ ausfallen 
(Lifschitz, diese Zeitschr. 54, 233, 1913). Beim Versuch, dieses Verhalten 
zu bestatigen, begegnete mir die iiberraschende Tatsache, daB die Reaktion 
immer stark positiv ausfiel, gleichgiiltig, ob in Ab- oder Anwesenheit von 
Eisessig. 

Eine Verunreinigung meines Priparats mit freiem Cholesterin ist nach 
dem oben angefiihrten ausgeschlossen (Kristallform, Schmelzpunkt, keine 
Fallung mit Digitonin, die quantitative Ubereinstimmung mit Liebermann- 
Burchards Reaktion auf freies Cholesterin). Die Cholesterinester waren 
freilich in Essigséureanhydrid schwer léslich, aber nach Zusatz der Schwefel- 
sdure trat die Reaktion ein, und die Ester lésten sich nach und nach voll- 
stidndig; die Reaktionsgeschwindigkeit zeigte sich, wie man erwarten kénnte, 
vom Verteilungszustand der Ester abhangig. Die folgenden drei Versuche 
diirften dies dartun; sie sind in Abwesenheit von Eisessig ausgefiihrt. 

Versuch 12. 5 cem einer 1 prom. Chloroformlésung von Cholesterinester 
wurden in einen Kolben abpipettiert und das Chloroform auf dem Wasserbad 
verjagt. Die zuriickgebliebenen Ester waren geschmolzen und in einer sehr 
diinnen Schicht ausgebreitet. 9,575 ccm Essigséureanhydrid und 0,074 ccm 
Schwefelsiure wurden hinzugefiigt. Die tausendstel Kubikzentimeter sind 
geschatzt: die Pipette war in Hundertstel von Kubikzentimetern graduiert. 
Das Reaktionsgemisch ist mit Riicksicht auf wasserfreies Cholesterin 
1/325prom.; Schwefelsiure war in derselben Konzentration wie friiher vor- 
handen. 15°C. 

Minuten: 60 120 180 300 
=e 2% £42185 £14 °&#&0,036 

Im Gemisch waren keine ungeléste Partikel zu sehen. 
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Versuch 13. Ein Gemisch von derselben Konzentration wie im Ver- 
such 12 wurde durch direkte Abwagung kristallisierter, in groBen Klumpen 
zusammengebackter Cholesterinester hergestellt. Temperatur 15°C. Die 
Reaktion trat viel langsamer als im vorigen Versuch ein; noch nach ein 
paar Stunden schwommen unveranderte Kristalle umher; sie lésten sich 
nach und nach vollstandig. Nach 3 Stunden war ¢ = 1,58; eine Ablesung 
in Intervallen war aus den oben angefiihrten Griinden, ohne die Konzentra- 
tion zu andern, unmédglich. 

Versuch 14. Kristallisiertes, freies Cholesterin wurde abgewogen. 
Reaktionsmischung dieselbe wie oben, also mit Riicksicht auf wasser- 
freies Cholesterin */325 prom. Essigsiureanhydrid und Schwefelsiure wie 
in den Versuchen 12 und 13. Temperatur 15°C. 

Minuten: 60 120 180 300 
é: 2,01 1,59 1,25 0,826 

Im Versuch 14 war offenbar das Maximum schon nach weniger als 
1 Stunde erreicht, und iiberhaupt verlief die Reaktion etwas schneller als 
im Versuch 12. 

Versuch 15. Temperatur 35°, sonst wie Versuch 14. 

Minuten: 5 10 17 25 50 
e: 23 196 # ES 114 =-0,632 

Auffallend sind die hohen ¢ beim Maximum im Verhaltnis zu den 
niedrigen Werten bei Anwesenheit von Eisessig. Uberhaupt sind die Resultate 
der Versuche 14 und 15 im Vergleich mit denjenigen der Versuche 8 und 9 
schwer zu verstehen. 

Beim Zusetzen der reinen Schwefelsiure kommt keine, betrachtliche 
Erwarmung zustande, nur etwa 1,5°C, wahrend ungefahr 1 Minute. 

SchlieBlich wurde ein Versuch gemacht zur Kontrolle von Lifschiitz’ 
Methode zur Bestimmung des freien Cholesterins vermittelst Liebermanns 
Reaktion (diese Zeitschr. 54, 233 uf., 1913). 

14,90 mg Cholesterinester wurden auf der Kuhlmannwage abgewogen, 
mit 10 bis 15 cem Essigséureanhydrid wahrend 1 Stunde auf dem Wasserbad 
unter RiickfluBkiihler gewairmt, wobei die Ester vollistandig in Lésung 
gingen. Der Kolben wurde iiber Nacht bei — 5 bis — 10°C gestellt. Dann 
wurden die wieder ausgeschiedenen Ester in der Kalte abfitriert, der Kolben 
und das Filtrum mit eiskaltem Essigsiureanhydric gewaschen und das 
Essigséureanhydrid durch Kochen auf freier Flamme und zuletzt auf dem 
Wasserbad abgedampft. 16,13cem Essigséiureanhydrid und 0,125 cem 
Schwefelséure wurden danach zum Riickstand gesetzt. Nach 5 Minuten 
bei 35°C war der Extinktionskoeffizient = 0,932, nach 10 Minuten gleich- 
falls 0,932. Kleine Kugeln von Cholesterinestern schwommen im Reaktions- 
gemisch umher und lésten sich allmahlich. Unter diesen Umstanden kénnen 
quantitative Schliisse auf die gefundenen Werte nicht gezogen werden, 
aber so viel steht doch fest, daB auch nach Lifschiitz’ Methode, Kochen mit 
Essigséureanhydrid usw., fiir chemisch reine Cholesterinester eine stark 
positive Reaktion nach Liebermann erhalten wird. 

Um die Wellenlangen der Bezirke, innerhalb derer die Bestimmungen 
ausgefiihrt wurden, zu messen, wurde die Skala des Spektrophotometers in 
Natrium-, Lithium- und Rubidiumlicht geeicht. In der Weise wurde eine 
Kurve erhalten, mittels welcher der Spektralbereich der Ablesung bei 
Liebermann-(Burchard-)Reaktion zu 605 bis 623 yu, der Bereich der 
Lijfschiitzschen zu 623 bis 643 wu bestimmt wurde. 
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Cholesterinbestimmungen inden E xtrakten wurden gemaB den obigen Er- 
wagungen hauptsachlich spektrophotometrisch ausgefiihrt ; fiir die Bestim- 
mung des freien Cholesterins kam die Digitoninmethode zur Anwendung. 

Die untersuchten Chloroformlésungen waren folgende: Von Ay, 
Ay und Ay, wurden 89 Proz. verseift, das Unverseifbare in Scheide- 
trichtern extrahiert und zusammen mit Bf, Bi, bzw. Bg, (S. 302) in 
100 ccm Chloroform gelést. 

Bezeichnungen: 0,89 A, + B? = C, 

0,89 A, + BE = C,, 
0,89 Ay, + Bh, = Cy 

Durch die Korrektion aller mit C; , Cy, Cy gewonnenen Resultate, 
mit 100/89 entsteht ein Fehler, der indessen gering wird, erstens weil 
Bf im Verhaltnis zum Unverseifbaren von 0,89 A; klein ist, zweitens 
weil bei den EiweiBbestimmungen etwas EiweiB verlorengegangen war 
und also auch die B-Extrakte eigentlich aufwiarts korrigiert werden sollten. 

Die Plasmaextrakte muBten gesondert behandelt werden, weil 
Ps sogar viel mehr wog als das Unverseifbare von 0,78 P,. 

Bezeichnungen: Das Unverseifbare von 0,78 P, in 25 ccm 
Chloroform gelést = P,, P§ in 25 ccm Chloroform gelést = P,. 

Alle Korrektionen sind. schlieBlich in den folgenden Faktoren 
vereinigt: 


Faktor fiir Korrektion von 


C, bis auf die ganze Fraktion....... 1,623 

Se aw SS ee 3,813 

Uns os tt %» o» +a 3,256 
3000 

Pas oo coy eee. Ren... a 78 = 38,46 
‘ 

Popa nun » OOO » -« « 90.1,0385 = 31,06 


GemaB den obigen Erwigungen muBte zuerst das Oxycholesterin 


bestimmt werden. 
Tabelle VIII. 








ei Oxycholesterin 
Lecuns Lae Ab elesener xtinktionskoeffizien — 
pro ccm im Mittel 8 
(| 0,7 75,8° 1744 
Cc, 0,5 68,6 1,751 1,747 0,0876 
| o« | 634 1745 «|| 
(| 09 626 0.749 | 
Cu 08 58.7 0711 0,727 0,0856 
| 07 56,0 0721 
; 0.4 76,9 3,22 
Cu 02 62'1 3'30 3,26 0,328 
Pa 1,0 0,0 0 0 0 
; 1,0 73,0 1,068 _ 
Ps || 0,78 66,5 06s | «(087 emaes 











Lipoide. 313 


In Summe enthielten die Extrakte der Fraktionen 0,501 g Oxy- 
cholesterin, 3000 cem Plasma nur 0,256g. Den grofen Unterschied 
diirfte man kaum auf die gut arbeitende Methode (s. Tabelle VIII) 
zuriickfiihren kénnen; die Ursache laBt sich nicht angeben. Auffallend 
ist der hohe Oxycholesteringehalt des Albuminextraktes. Es ist weiter 
recht merkwiirdig, daB P, gar kein Oxycholesterin enthielt, trotz der 
sehr energischen Extraktion. Cholesterin, Cholesterinester und 
Phosphatide waren auch nur zum kleinen Teile extrahiert worden. 

Bei den Gesamtcholesterinbestimmungen wurde fiir die Berechnung 
folgende Formel gebraucht: 


é, = a.1,18 + x. 1,652, 
wo &, = gefundener Extinktionskoeffizient, a= Milligramm Oxy- 
cholesterin, x = Milligramm freies und gebundenes Cholesterin, a + x 


= Gesamtcholesteiin. 
Tabelle IX. 





Extinktionskoeffizi Gesamt- 
Lésung com Ab; <— Piers — sas ouleel Sy 
pro ccm im Mittel g 
. {| 0,25 72,4° 4,156 | : 
C | 0,20 67,3 4.135 4,15 0,433 
‘ { 0,40 60,0 1,505 3 a 
Cu 030 54.0 1539 1,52 0,376 
. 0,50 78,0 2,728 on — 
( Wm 0.30 674 2,769 2.75 0,678 
10 52.8 0,437 | 
Pe 0,75 46.5 0433 | 0,435 0,289 
{ 0,50 82,1 3.45 | 
Pe | 0,375 75,6 3.22 3,34 1,64 
Gesamtcholesterin in allen Fraktionen . . . 1,486¢ 
” » 300ccm Plasma .. . 1,929¢ 


Die in den ausgesalzten Fraktionen gefundene Menge macht 
77 Proz. von der im Plasma gefundenen aus. Ungefihr 5 Proz. des 
ausgesalzten EiweiBes waren ja indessen verlorengegangen und damit 
wahrscheinlich Lipoide. 

Der Rest diirfte beim Zusatz von Ammoniumsulfat nicht mit 
ausgefallen sein. 

Es war jetzt méglich, die Verhdlinisse zwischen Gesamtcholesterin 
und dtherlislichem Phosphor, Tabelle V1, zu berechnen. Es ergab sich fiir 


Pee eg Sa Se ee 
ees 
CS SS ae ee ee 


Tatstchlich ist also mit den ersten Fraktionen verhiltnisma pig viel 
Cholesterin, mit der letzten sind verhdltnisma Big viel Phosphatide ausgefallen. 
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Das freie Cholesterin wurde unter Anwendung der Digitonin- 
methode ermittelt. Ein Teil des Oxycholesterins wird dabei als Digitonid 
ausgefallt (Lifschiitz gibt ungefahr 50 Proz. an). So viel erhielt ich zwar 
in keinem Falle, aber es war doch notwendig, die Menge des Oxy- 
cholesterindigitonids zu bestimmen und von der des Cholesterin- 
digitonids zu subtrahieren, um den wirklichen Wert des freien 
Cholesterins zu erhalten. 

Weil P,, weniz Cholesterin enthielt, wurden 10 ccm P.,, mit 10 cem P, 
vereinigt und die Menge des freien Cholesterins bestimmt ; die Korrektion 
von P, mit 100/78, von P; mit 1,035, kann doch ohne Fehler getrennt 
ausgefiihrt werden, da P, und P; keine Cholesterinester und P,, kein 
Oxycholesterin enthielt. 

Von den Digitoniden wurde eine gewisse Menge, zwischen 10 und 
20 mg, auf der Kuhlmannwage abgewogen, in Eisessig gelést und auf 
Oxycholesterin analysiert. 

In den Filtraten der Digitoninfallungen, mit Ausnahme der Plasma- 
extrakte, deren Filtrate sehr wenig Cholesterin enthielten, wurden 
gleichfalls das Cholesterin und das Oxycholesterin quantitativ er- 
mittelt. 

Doppelbestimmungen wurden ausgefiihrt; die kleine Zahl nach 
-- gibt die Differenz der Bestimmungen an. 


Tabelle X. 





In der ganzen Fraktion 


mit Digitonin aus- Davon 
Losung ccm Digitonid gefalltes Cholesterin Oxycholesterin 
und Oxycholesterin 
~ 7 & 
C, 50 0,3641 0,2873 0,0025 
Cy 50 | 0,0975 0,1809 0,000 *) 
Cur 50 0,2050 0,3245 0,0238 
10+ 10 | 0,0899) ct 
Pe + Ps 10 +10 | 0.0892) 24895 1,776 0,069 


*) Die Bestimmung konnte wegen der geripgen Digitonidmenge und der schwachen, obschon 
deutlich positiven Essig-Schwefelsaurereaktion nicht ausgefiihrt werden. 





= 





i i i Ges.sCholesterin | 
my) Im Filtrat auf die ganze Fraktion berechnetes in Digitoniden | _Cesamts 
Gesamtcholesterin Oxycholesterin ye ny a > ll nach Tabelle IX 
& & ~ ~ & 

0,1498 + 0,0043 | 0,0844 + 0,0026 00,0654 0,438 0,433 

0,1956 + 0,0046 0,0629 + 0.0016 00,1327 0,377 0.375 

0,3655 + 0,0013 0.3045 + 0.0083 00610 0,689 0,678 
Sa.: 1,486 

1,929 


Die in zwei verschiedenen Weisen: Direkte Ermittlung der Gesamt- 
cholesterinmenge und Digitoninfallung unter Beriicksichtigung der 
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Filtrate stimmen miteinander gut iiberein; siehe die beiden letzten 
senkrechten Reihen. 
Die gewonnenen Resultate sind in Tabelle XI zusammengefaBt. 


Tabelle XI. 





Ges .-Fettsauren | Gesamt- 


Ather- auber den in | : : Als Ester 
slic ; : cholesterin Freies Oxy- 
Praparat Feo a | und Oxys Cholesterin -— in cholesterin 
gebundenen cholesterin 
x x ‘ ‘ 1 nN 
Fibrinogen || 0,021 12 0,877 0,438 *) 0,285 0,0654 0,0876 
Globulin . | 0,022 20 0491 0,377 *) 0,181 0,1327 0.0629 
Albumin . 0,0699 2.300 0,689 *) 0,301 0,0610 | 0.3275 
Summa  0,1129 3,668 1,504 0,767 0,2591 0,4780 
3000ccm Plasma 0.01] 25 4.107 1,963 1,707 — 0.2556 


*) Hier als Summe von freiem, gebundenem und Oxycholesterin berechnet. 


Die mangelnde Ubereinstimmung der Werte des atherléslichen 
Phosphors ist schon oben besprochen. 

Von den Fettsiuren sind 89,3 Proz. im ausgesalzten EiweiB wieder- 
gefunden, vom Gesamtcholesterin 77 Proz. 

Das merkwiirdige Verhalten, daB in den drei Fraktionen mehr 
Oxycholesterin gefunden wurde als in 3000cem Plasma, kann ich 
nicht erkliren. 

Die Ursache des ganzen Mangels der Plasmalipoide an Cholesterin- 
ester l1aBt sich in zwei Richtungen suchen: Erstens wurden vor jeder 
anderen Behandlung die verwendeten 100 ccm Plasma mit etwas Chloro- 
form als bakterizides Mittel versetzt und in der Kilte wihrend ungefihr 
einer Woche hingestellt. Da eine geringe Himolyse kaum zu vermeiden 
ist, und da die Blutkérperchen, wenigstens nach einigen Autoren, ein 
cholesterinesterspaltendes Ferment enthalten sollen (14) (15), labt 
sich die Méglichkeit einer fermentativen Zerteilung der Ester nicht 
bestimmt zuriickweisen. Fiir das Plasma, aus dem die Fraktionen 
ausgesalzt wurden, kommt dies nicht in Betracht, weil es sobald wie 
méglich nach dem Tode des Pferdes mit Ammoniumsulfat behandelt 
wurde, zweitens wurde aus dem getrockneten Plasma im Soxhlet nur 
ein geringer Teil der Lipoide extrahiert; bei dem nachfolgenden, zwei- 
stiindigen Kochen mit 20proz. Natronlauge kann wohl auch méglicher- 
weise die priformierte, jedenfalls kleine Quantitait Cholesterinester 
verseift worden sein. 


Das Verhaltnis zwischen freiem und gebundenem Cholesterin ist 
ungefihr 3:1; gewéhnlicherweise ist es nach mehreren Autoren ent- 
gegengesetz* (10) (16). Dieses abweichende Verhalten diirfte mit dem 
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geringen Gehalt des Plasmas an Cholesterin zusammenhingen; es war 
an Gesamtcholesterin nur 0,6412prom.?). 

Tabelle XII entspricht Tabelle XI, doch sind alle Lipoidquantitaten 
in Milligrammen pro Gramm Eiweif angegeben. 


Tabelle XII. 





Ges.-Fettsauren 


Ather- aufer den in — Als Ester 
tarps s Gesamt- Freies Oxy: 
Praparat Phesgher a cholesterin Cholesterin ged Panes oe — ae 
gebundenen : 
mg mg mg mg mg mg 
Fibrinogen 0,623 25,9 12.9 8.41 1,93 2.58 
Globulin . 0,280 6,19 4,75 2,28 1,67 0,79 
Albumin . 1,132 37,3 | 11,2 4.88 0,99 5.31 
Plesma. . — 22.3 | 10,5 9,27 — 1,39 
Zusammenfassung. 


1. Bei der Ausfallung der verschiedenen EiweiBkérper des Pferde- 
plasmas durch fraktionierte Siattigung mit Ammoniumsulfat blieben 
die EiweiBkérper noch nach der Auflésung durch Dialyse mit Lipoiden 
stark untermengt. Der weit iiberwiegende Teil der Lipoide des Plasmas, 
von den Fettsauren 89,3 Proz., vom Gesamtcholesterin 77 Proz., wurde 
mit ausgefillt und ging wihrend der Dialyse wieder in klare Lésung. 

2. Das Verhaltnis des gesamtcholesterinatherlislichen Phosphors 
war fiir die drei Fraktionen 20,5, 16,9 bzw. 9,70. 

3. Im Gegensatz zur Behauptung von Lifschiitz, daB die Reaktionen 
von Liebermann-Burchard und Liebermann fiir Cholesterin und Oxy- 
cholesterin identisch waren, wurde gezeigt, daB die Reaktion mit dem 
letzteren Stoffe unter allen Umstanden viel schneller verliet als mit dem 
vorigen. Das Maximum der Extinktion schien indessen auf derselben 
Hohe zu liegen. Zur Ermittlung des Gesamtcholesterins miissen fiir 
die beiden Stoffe verschiedene Extinktionskoeffizienten gebraucht 
werden. 

4. Liebermanns Reaktion (bei Abwesenheit von Chloroform) wurde 
gegen Lifschiitz’ Angaben mit reinen Cholesterinestern stets stark positiv 
gefunden; die Reaktionsgeschwindigkeit war vom Verteilungszustand 
der Ester abhingig. Die von Lifschiitz vorgeschlagene Methodik zur 
Bestimmung des freien Cholesterins mittels dieser Reaktion wurde 
gepriift, kann aber nicht empfohlen werden. 


1) Méglicherweise ist auch, trotz der Angabe Thaysens, bei der gelinden 
Verseifung mit 5proz. Kalilauge ein Teil der Cholesterinester verseift 
worden. 
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Nach dem Fertigstellen dieser Arbeit im Herbst 1925 ist im Pjliiger- 
schen Archiv f. d. ges. Phys. des Menschen und der Tiere, Bd. 210, 
1/3. Heft, eine Arbeit von Handovsky, Lohmann und Bosse erschienen. 
Darin wird, gestiitzt auf experimentelle Untersuchungen, fiir Rinder- 
seren behauptet, da8 ungefaihr 25 Proz. vom Cholesterin des Serums 
an die Globuline fest gebunden seien. Diese Zahl lat sich mit meinen 
Resultaten gut vereinigen: etwa 20 Proz. vom Gesamtcholesterin des 
Plasmas konnte ich im ausgesalzten Globulin wiederfinden. Zwar 
arbeiten die Forscher mit Serum, ich mit Plasma, aber die Resultate 
diirften doch in gewissem MaBe vergleichbar sein, weil bei der Koagula- 
tion das Fibrin cholesterinfrei ausfallen soll (16). 

Als sehr zweifelhaft mu8 wohl doch nach den in dieser Arbeit 
angefiihrten Resultaten die Angabe betrachtet werden, daB mit dem 
Globulin bei Ausfillung mit Ammoniumsulfat keine Phosphatide aus- 
gefallt werden sollten, 
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Experimentelle Untersuchungen iiber den Einflu§ vitaminreicher, 
mineralstoffarmer Ernihrung auf den Stoffwechsel und die Lage 
des Harnquotienten C:N. 


Von 
Torao Kanamori (Tokio). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 10. Juni 1926.) 


Die erste Untersuchung itiber den EinfluB einer salzarmen, aber 
vitaminreichen Ernahrung auf den Stoffwechsel hat Asada’) im hiesigen 
Laboratorium auf Veranlassung von Prof. Bickel an einem ausge- 
wachsenen Hunde ausgefiihrt. 

Das Ergebnis war folgendes: Das Kérpergewicht nahm progressiv ab 
trotz guter, gleichmaBiger Resorption der kalorisch suffizienten, gemischten 
Nahrung, die N-Bilanz strebte der Negativitét zu, der Grundumsatz (O,- 
Verbrauch pro Kilogramm und Minute) verminderte sich etwas. Diese 
Erscheinungen sind ahnlich denjenigen der Avitaminose. Und doch hatte 
das Tier, wenigstens in der entscheidenden Versuchsperiode, eine sicher 
geniigende Vitaminmenge mit frischer Butter und frischem Citronensafte 
erhalten; es hatte auch dauernd geniigend Kochsalz bekommen, aber die 
Nahrung war duBerst arm an Kalk-Magnesium-Kaliumsalzen, speziell 
an den sogenannten Zellsalzen. Der Versuch erstreckte sich iiber viele 
Monate. Der Kérper dieses Hundes war bei seinem Tode fast frei von 
makroskopisch sichtbarem Fett. 

In einer zweiten Arbeit aus dem hiesigen Laboratorium iiber die gleiche 
Frage hat Hdndel*) durch Versuche an Ratten gezeigt, daB weitgehende 
Ausschaltung der Zellsalze — nicht des Kochsalzes — aus der Nahrung bei 
offenbar geniigender Vitaminzufuhr in den ersten beiden Wochen eine 
Steigerung des Gaswechsels machte, der dann aber eine progressiv fort- 
schreitende Senkung desselben folgte, und da8 diese Umsatzsenkung im 
allgemeinen betrachtlicher schien, als es der Kérpergewichtsverminderung, 
der diese Tiere ebenso wie der Asadasche Hund anheimfielen, entsprach. 
Ferner beobachtete Handel, daB die zellsalzarm aber vitaminreich ernahrten 
Ratten eine leichte Hyperglykimie und Verminderung des Leberglykogens 


bekamen. 


1) Asada, diese Zeitschr. 140, 1923. 
?) Handel, ebendaselbst 146, 1924. 
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Meine eigenen Untersuchungen kniipfen an die im vorstehenden 
kurz referierten Arbeiten aus dem hiesigen Laboratorium an, deren 
zusammenfassende Darstellung sich in der Arbeit von Prof. Bickel '): 
,.Die dynamische Wirkung der Ionen auf Stoffwechsel und Wachstum 
der organischen Substanz“, findet. 

Da Asada und Handel iibereinstimmend gefunden hatten, daB der 
Grundumsatz sich bei zellsalzarm, aber vitaminreich ernahrten Tieren 
(Hund und Ratten) verminderte, war es naheliegend, bei den bekannten 
Beziehungen, die der Harnquotient C: N zu den Oxydationsprozessen 
im Kérper hat, den Harnquotienten auch einmal bei salzarm, aber 
vitaminreich ernihrten Hunden zu untersuchen. Ich habe meine 
Tiere also nicht nur zellsalzarm, sondern iiberhaupt salzarm ernihrt. 
Ferner war es von Interesse, einmal den allgemeinen Stoffwechsel am 
Hunde bei iiberhaupt salzarmer, also nicht nur zellsalzarmer Ernahrung 
zu studieren, wenn gleichzeitig geniigend Vitaminmengen und tiberhaupt 
ein kalorisch suffizientes Futter gegeben wurde, das bei der normalen 
Salzzulage K6érpergewicht- und Stickstoffgleichgewicht garantierte. 

Es hatte nimlich Kauffmann-Cosla?) angegeben, daB beim Hunde, 
der eine vitaminreiche (Butter- und Citronensaftzulage), kalorisch 
suffiziente, gemischte Nahrung erhielt, die aber mit Ausnahme von 
Kochsalz salzarm war, und daB erst recht bei einer Nahrung, die iiber- 
haupt salzarm war, also auch Kochsalz in keinen nennenswerten Mengen 
enthielt, innerhalb von 48 Tagen der Harnquotient C: N von 0,6 auf 
1,05 stieg, daB sich die taglichen Harn-C-Mengen von 2 auf 5g ver- 
mehrten, und daB die taglichen Harn-N-Mengen von 2,8 auf 5,36¢ 
allmahlich anstiegen. Das Kérpergewicht dieses Hundes hatte sich in 
der genannten Zeit von 6,85 auf 6,65 kg vermindert. . Die von Kauff- 
mann-Cosla angegebene gewaltige Quotientsteigerung war so auf- 
fallend, daB es sich wohl lohnte, gerade diese Untersuchungen an anderen 
salzarm, aber vitaminreich ernahrten Hunden zu wiederholen. Die bei 
diesem Autor beobachtete Steigerung der N-Ausfuhr und die Abnahme 
des Kérpergewichts stimmten mit den Befunden von Asada iiberein. 

Meine eigenen Versuche wurden an zwei erwachsenen Hunden 
angestellt, die in der unten beschriebenen Weise salzarm, aber vitamin- 
reich ernihrt wurden. 

Der Hund 1 erhielt als Grundfutter WeizeneiweiB (bezogen von der 
Chemischen Fabrik Dr. Klopfer, Dresden-Leubnitz), Zucker, Reis, frische 
Butter und frischen Orangensaft. Der Hund 2 erhielt als Grundfutter 


gemahlenes Pferdefleisch, das durch mehrtagiges Auskochen in destilliertem 
Wasser unter wiederholter Erneuerung des Wassers soweit salzfrei gemacht 


1) Bickel, Deutsche med. Wochenschr. 1924, Nr. 40 und 43. 
2) Kaujfjmann-Cosla, C. r. de la Soc. de Biol. de Strassbourg, Séance 


15, 1, 1926. 
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worden war, daB das Kochwasser fast chlorfrei war, auBerdem Reis, frische 
Butter und frischen Citronensaft. 

In der Vorperiode bekamen beide Hunde als Zulage zu ihrem Grund- 
futter Kochsalz und Zellsalzgemisch zu gleichen Teilen. Das Zellsalzgemisch 
hatte folgende Zusammensetzung: Cale. phosph. 100,0, Magnesium citric. 
100,0, Kalium chlorat. 15,0, Ferrum citricum 30,0, Jodi puri 0,05, Kali- 
jodat 0,lg. In der Hauptperiode bekamen beide Hunde nur das Grund- 
futter unter Weglassung der gesamten Salzzulage. 


Nahrungsmitteltabelle. 
Hund 1 (mdnnlich, 9900 q). 


WeizeneiweiB ...... . 45g = 6,165 g N 
0 Par SA eer f-” 

Ns Sw sao la eo ee ne oe 
Sere ee 

Orangensaft ...... . . 60ccm 
See es ee 
Eerie eas 





Gams «ces ss « 3A HN 
Hund 2 (mdnnlich, 8300 q). 


Wielteh 5 on es oe 8 Bg m= RRs N 
Pt iso wk ws tae wt Re we Oe a 
a A ee ee 
Citronensaft....... . 50ccm 

BE Seite Bal nso le 6. @. 3 go ee 
ee ee 








Summe .. F St 7,9440¢ N 


Hund | bekam also in der siebentagigen Vorperiode 49,524g N und 
die gleiche Menge N in jedem siebentagigen Abschnitt der Hauptperiode. 
Hund 2 bekam in der zwélftagigen Vorperiode 91,728 g N und in jedem 
siebentagigen Abschnitt der Hauptperiode 53,508 g N. 

Der Kot wurde immer fiir die ganze Vorperiode und die ganze Haupt- 
periode gesammelt, getrocknet und gewogen. In Durchschnittsproben der 
pulverisierten Kotmassen wurden der N- und C-Gehalt bestimmt. 

Der Stickstoff wurde nach Kjeldahl, der Kohlenstoff nach der in der 
Arbeit von Gomez angegebenen Methode bestimmt'). Alles weitere findet 
sich in den Tabellen. Es sei noch bemerkt, da8B sowohl nach den Erfahrungen 
am Asadaschen Hunde wie auch nach den Erfahrungen bei der Ernahrung 
des menschlichen Séuglings eine Citronen- oder Orangensaftmenge von 
etwa 6ccm pro Kilogramm Koérpergewicht neben einer entsprechenden 
Butterzulage als geniigend angesehen werden kann, um den Vitaminbedarf 
des Kérpers zu decken. Alle Analysen wurden mindestens doppelt aus- 
gefiihrt, und es wurden nur die Werte iibereinstimmender Kontroll- 
analysen in die Tabellen aufgenommen. 


Erster Hund. 


Der Harn dieses Hundes zeigte mit der Sulfosalicylsdure und der 
Hellerschen Probe anfangs eine Spur Eiwei8, die allerdings sehr geringfiigig 
war ; an den betreffenden Tagen findet sich in der Rubrik ,,Eiwei8 im Harn“ 


1) Diese Zeitschr. 167, H. 4/6, 1926. 
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in den Tabellen das Zeichen +. Manchmal war es iiberhaupt zweifelhaft, 
ob EiweiS vorhanden war; dann steht in der Tabelle ,,Spur +“ oder 
,,fast —“*. Wenn absolut kein Zweifel bestand, da8 der Harn eiweiBfrei 
war, dann steht in der Tabelle das Zeichen —. Da sich in dem Harn des 
Tieres niemals Nierenelemente nachweisen lieBen, darf man wohl annehmen, 
daB die geringfiigigen EiweiBspuren aus den ableitenden Harnwegen 
stammten. Den Harnquotienten C: N beeinfluBten diese EiweiSspuren in 
keiner nachweisbaren Art. 

An einzelnen Tagen fraB der Hund sein Futter nicht quantitativ auf. 
Das war am 12., 16., 27., 28., 29. April und am 20. Mai der Fall. Diese 
Tage wurden aus der Tabelle ausgeschaltet, und die Nahrungs- und Kot- 
verluste wurden bei der Berechnung der Bilanz beriicksichtigt. In der 
Periode mangelhafter Nahrungsaufnahme vom 27. bis 29. April hatte sich 
das Kérpergewicht aber nur um 80g vermindert. Die anderen Tage mit 
mangelhafter Nahrungsaufnahme hatten tiberhaupt keine Verminderung 
des Kérpergewichts zur Folge. 

Im ganzen nahm der Hund wihrend der salzarmen Periode, also 
in 55 Tagen, vom 31. Marz bis 24. Mai 595g an Kérpergewicht ab. 
Wenn man nun auch den durch Hungern entstandenen Verlust von 
80 g davon abzieht, so bleibt immer noch ein Totalgewichtsverlust 
von 515g bestehen. Dieser Gewichtsverlust trat auf, obschon die 
Nahrung gut resorbiert wurde. Denn der durchschnittliche Kot-N- und 
Kot-C-Gehalt war in der salzarmen Periode geringer als in der Vor- 
periode. Die N-Bilanz, die in der Vorperiode schwach positiv war, 
wurde in der Hauptperiode voriibergehend schwach negativ, schlieBlich 
aber wieder schwach und dann voriibergehend sogar starker positiv 
und blieb positiv bis zum Ende des Versuchs. 

Den ersten starken Gewichtssturz erfuhr das Tier zu Beginn der 
salzarmen Periode. Er betrug hier im Wochendurchschnitt 219 g. Ein 
zweiter erheblicher Gewichtssturz von 235g erfolgte in der fiinften 
Siebentageperiode der salzarmen Ernahrung trotz der hier am starksten 
positiven N-Bilanz wihrend des ganzen Versuchs. 

Die Harn-N-Ausscheidung nahm in den ersten drei Woclien- 
perioden der salzarmen Ernahrung zu, dann fiel sie wieder allmahlich 
auf den Wert der Vorperiode. Parallel mit den Anderungen in der 
N-Ausscheidung ging die C-Ausscheidung durch den Harn. Die Folge 
war, daB der Durchschnittsquotient in den verschiedenen Wochen- 
perioden immer den normalen Wert behielt. 

Die Harnmenge war nur in der ersten Woche der salzarmen Er- 
nahrung merklich erhéht. Sonst war sie immer ziemlich konstant, bis 
auf die letzte Woche, in der sie etwas abnahm. 

Da das Tier tiglich das gleiche Wasserquantum (600 ccm) mit der 
Nahrung bekam, und da die AuBentemperaturen wahrend des ganzen 
Versuchs ungefabr gleich waren, mu8 man annehmen, daB der Kérper 
des Tieres mit Eintritt der salzarmen Ernahrung einen gréBeren Wasser- 
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verlust erlitt, der auch die in der ersten Woche dieser Ernahrung statt- 
findende starkere Gewichtsabnahme erklart. Bei dem zweiten stirkeren 
Gewichtssturz in der fiinften Woche der salzarmen Ernihrungsweise 
aber war die Harnmenge ganz normal, d. h. fast die gleiche wie in der 
Vorperiode. Hier braucht der Gewichtssturz, wihrend dem die N-Bilanz 
sogar einen stark positiven Wert erreicht hatte, nicht auf Wasserverlust 
zu beruhen, sicher beruht er auch nicht auf EiweiBverlust wegen der 
positiven N-Bilanz. Hier kénnte Fett in gréBerer Menge eingeschmolzen 
worden sein, wenn nicht doch letzten Endes einem Wasserverlust die 
Hauptrolle zukommt. 

Fat man die Stérungen zusammen, die das Tier in der Periode mit 
salzarmer Erniihrung bot, so kann man sagen, dap mit der Verarmung 
der Nahrung an Salzen zundchst der Kérper Wasser in stirkerem Mafe 
verliert und dementsprechend eine erheblichere GewichtseinbuBe erleidet, 
dap dann aber die Kérpergewichtsabnahme in verringertem Umfang 
fortschreitet, wobei voriibergehend bald starkere, bald weniger starke Gewichts- 
verluste auftreten, dap ferner diese Kérpergewichtsabnahme in den spdteren 
Perioden sogar bei N-Sparung sich vollziehen kann, und daB endlich der 
Harnquotient C : N dauernd normal bleibt. 

Unter dem EinfluB der salzarmen Ernihrung werden also die 
EiweiBbestiinde des Kérpers relativ am wenigstens angegriffen, vor 
allem leidet wohl die N-freie Substanz, die in gréBerer Menge ein- 
geschmolzen werden diirfte, wenn darauf die spiteren Gewichtsverluste 
zu beziehen sind. 

Man kénnte vom methodischen Gesichtspunkt gegen diesen Versuch 
einwenden, daB der Harn des Tieres nicht absolut frei von Eiwei®B an 
allen Tagen war. Es lehrt aber die Erfahrung an diesem Hunde, da8 
derartig minimale EiweiBspuren, wie sie im Harn dieses Tieres vor- 
handen waren, das Ergebnis nicht merkenswert beeinflussen. Denn in 
ganz eiweiBfreien Perioden bewegten sich die C- und N-Werte des Harns 
genau in den Grenzen, in denen sie sich in Perioden hielten, in denen 
regelmaBig EiweiBspuren im Harn vorhanden waren. Ferner fiihre 
ich fiir die Beweiskraft dieses Versuchs an, daB das Resultat des Versuchs 
an dem zweiten Hunde, dessen Harn immer villig eiweiBfrei war, mit 
demjenigen an diesem ersten: Hunde prinzipiell iibereinstimmt. 


Zweiter Hund. 


Der Harn dieses Hundes war dauernd frei von EiweiB. An einzelnen 
Tagen fraB der Hund seine Nahrung unvollstandig. Das war in der Vor- 
periode am 25. und 26. Marz und in der Hauptperiode am 10., 11., 12. April 
und vom 15. bis 19. April, ferner am 8., am 10. und 18. Mai der Fall. Diese 
Tage sind in den Tabellen unter Beriicksichtigung der dabei entstandenen 
Verluste ausgelassen worden. 
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In der Vorperiode hatte die mangelhafte Nahrungsaufnahme am 25. und 
26. Marz keinen Einflu8 auf das Kérpergewicht. Dagegen war in der 
Hauptperiode am 13. April infolge der voraufgehenden ungeniigenden Er- 
naihrung ein Gewichtsverlust von 230g und am 20. April wegen der un- 
geniigenden Ernahrung vom 15. bis 19. April ein Gewichtsverlust von 
1200 g eingetreten, der aber an den folgenden Tagen wieder um etwa 200 g 
eingeholt wurde, so da8B man mit einem Dauerverlust von etwa 1000 g 
rechnen darf. Die verringerte Nahrungsaufnahme am 8., 10. und 18. Mai 
war aber ohne EinfluB auf das Kérpergewicht. 

Alles in allem hat der Hund also in der Hauptperiode infolge schlechter 
Nahrungsaufnahme 1000 + 230 = 1230g an Kérpergewicht verloren. 

Der Verlust betrug vom Ende der ersten Siebentageperiode der Haupt- 
periode, in der das Tier noch gut gefressen hatte, im Durchschnitt der 
siebentagigen Abschnitte 8086 — 7146 = 940g. 

Er hat also den durch die schlechte Nahrungsaufnahme bedingten 
Gewichtsverlust zum Teil wieder eingeholt und mindestens 8282 — 7146 
= 1136 g — 940g, d. h. 196 g verloren, ohne daB dafiir schlechte Nahrungs- 
aufnahme verantwortlich ist. Das aber ist der Gewichtsverlust, der sich 
gleich in der ersten Woche der salzfreien Ernahrung eingestellt hatte. 

Die Nahrung wurde wihrend des ganzen Versuchs ziemlich gut resor- 
biert. Denn in der Vorperiode betrug der durchschnittliche N-Gehalt des 
Kotes pro Tag 0,29 g, in der Hauptperiode 0,427 g, der C-Gehalt des Kotes 
in der Vorperiode pro Tag 1,637 g, in der Hauptperiode :2,192 g. Die 
N-Bilanz, die in der Vorperiode schwach negativ war, wurde zu Beginn der 
Hauptperiode leicht positiv, in den Perioden mit starkerer Stérung in der 
Nahrungsaufnahme stark negativ und dann schwacher negativ und blieb 
unter Schwankungen bis zum Ende des Versuchs dauernd negativ. Vor- 
iibergehend war dann die Negativitat so groB wie in der Vorperiode. 

Den ersten starken Gewichtssturz, fiir den mangelhafte Nahrungs- 
aufnahme nicht verantwortlich war, erlitt das Tier in den ersten 7 Tagen 
der salzarmen Ernahrung. Er betrug 196g. Hier kommt offenbar der 
Wasserverlust zum Ausdruck. 

Ob der Hund spiiter noch wegen der salzarmen Ernahrung an Gewicht 
verloren hat, lat sich nicht mit Sicherheit sagen, da er, wie ich schon er- 
wihnte, offenbar die durch die mangelhafte Nahrungsaufnahme an ein- 
zelnen Tagen bedingte KérpergewichtseinbuBe teils wieder eingeholt hat. 

Die Harn-N-Ausscheidung sank zu Beginn der Hauptperiode etwas, 
nahm dann aber zu, um gegen Ende des Versuchs wieder die Werte der 
Vorperiode zu erreichen. Parallel mit den Anderungen in der N-Aus- 
scheidung ging die C-Ausscheidung durch den Harn. Die Folge war, 
da8 der Durchschnittsquotient C:N in den verschiedenen Wochen- 
perioden immer den normalen Wert behielt. Die Harnmenge war in 
der Zeit, in der die Nahrungsaufnahme schlecht war, verringert, sonst 
bot sie nichts Bemerkenswertes. 

Im iibrigen ist hinsichtlich der theoretischen Deutung der Befunde von 
diesem Hunde dasselbe zu sagen, was vom ersten Hunde gesagt wurde. 
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328 T. Kanamori : 


Die Versuche an diesen beiden erwachsenen Hunden lehren 
folgendes : 

1. Mit dem Eintritt der salzarmen Ernahrung stellt sich ein starker 
Korpergewichtsverlust ein, spater sinkt das Kérpergewicht mit Schwan- 
kungen, aber im allgemeinen in geringerem Grade weiter. 

2. Die Nahrungsresorption verliuft im allgemeinen wahrend der 
salzarmen Ernahrung in ungestérter Weise. 

3. Voriibergehend treten Stérungen in der Nahrungsaufnahme 
auf, die ausnahmsweise auch mit leichter Diarrhée verbunden sein 
kénnen. 

4. Die N Bilanz zeigt kein regelmaBiges Verhalten, zeitweise ist 
sie bei der salzarmen Ernahrung negativ, zeitweise positiv. 

5. Mit der N-Ausscheidung verliuft die C-Ausscheidung durch den 
Harn gleichmaBig, so daB der Harnquotient C:N dauernd seinen 
normalen Wert behalt. Auch starkere tagliche Schwankungen sind bei 
dem Quotienten wahrend der salzarmen Ernahrung nicht zu beobachten. 


Meine Beobachtungen an den zwei tiberhaupt salzarm ernahrten 
Hunden kénnen nicht ohne weiteres mit den Versuchen von Asada und 
Héndel, die ich in der Einleitung erwahnte, in Beziehung gesetzt werden, 
weil diese Autoren ihre Tiere mit Kochsalz fiitterten, also nur einen 
Teil der Salze aus der Nahrung entfernt hatten. Es ist wohl denkbar, 
daB bei qualitativ partiellem Salzmangel die Erscheinungen etwas 
anders sind als bei dem Mangel an allen Salzen. So kénnten z. B. auch 
Gaswechselstérungen bei qualitativ partiellem Salzmangel auftreten, 
die bei totalem Salzmangel vermiBt werden. Das kénnte mit den 
antagonischen Wirkungen der verschiedenen Ionen auf den Stoffwechsel 
zusammenhangen. 

Gerade Gaswechselstérungen — Herabsetzung oder Herabsetzung 
nach voriibergehender Steigerung des Gaswechsels — waren von Asada 
wie auch von Hédndel bei ibren Versuchen beobachtet worden. Ich habe 
bei meinen Hunden den Gaswechsel nicht untersucht, wohl aber die 
Untersuchung des Harnquotienten C:N vorgenommen. Dieser 
Quotient blieb dauernd normal. Die N- und C-Ausscheidung durch 
den Harn war in den absoluten Werten wihrend der Versuche bald 
etwas erhéht, bald bewegte sie sich in der Héhe der Normalwerte in 
den Vorperioden oder war leicht erniedrigt. Es sind also doch wohl 
wihrend der salzfreien Ernahrung auch bei meinen Hunden Anderungen 
in der Oxydation aufgetreten, aber diese Anderunger betrafen immer 
alle Quoten der C-haltigen Substanz des Kérpers offenbar gleichmaBig, 
so daB eben am Harnquotienten sich nichts anderte. Gerade die 
Schwankungen in der N-Bilanz kénnen bei der dauernd gleichmaBigen 
Ernahrung und der gleichmaBigen Nahrungsresorption in den Haupt- 
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perioden nur durch Anderungen in der Oxydation der N-haltigen 
Substanz zustande gekommen sein. Es sind also auch bei meinen 
Hunden Schwankungen in der Oxydation aufgetreten, die durch den 
Salzmangel bedingt sein miissen, aber diese Oxydationsschwankungen 
haben zu keiner Harnquotientverinderung gefihrt. 

Zum SchluB will ich noch darauf hinweisen, daB alle in dieser 
Arbeit erwahnten Versuche am Hunde bei ausgewachsenen Tieren 
angestellt wurden. Diese Tiere scheinen mit einem Minimum an Mineral- 
stoffen in der Nahrung und dann durch entsprechende Mobilisierung 
von Mineralien aus den Depots im Kérper langere Zeit auszukommen, 
und damit den Stoffwechsel leidlich lange Zeit aufrechtzuerhalten. 
Eine andere Frage ist, ob der jugendliche Organismus bei seinem starken 
Wachstum das vermag. Es miiBten also derartige Versuche an jungen, 
heranwachsenden Tieren wiederholt werden. Einschrinkend dazu ist 
allerdings zu sagen, daB T'sukamoto') bei jungen Ratten keine Stérung 
des Wachstums bei salzarmer Ernaihrung gesehen hatte. Indessen 
kénnten bei solchen kleinen Tieren mit groBer GefraiBigkeit die Mineral- 
spuren, die sich in einer salzarmen aber vitaminreichen Nahrung immer 
noch finden, geniigen, um die normale Funktion aufrechtzuerhalten. 
Beim héheren Tiere von gréBeren Kérperdimensionen kénnte das 
alles natiirlich anders sein. Die ideale Versuchsanordnung, Fiitterung 
mit chemisch reiner Nahrung und chemisch reinen Vitaminsubstanzen 
ohne Beimischung von Mineralstoffen, l4Bt sich leider heute noch 
nicht durchfiihren. 


1) Tsukamoto. diese Zeitschr. 151, 1924. 





Notiz tiber das Verhalten des Harnquotienten €:N 
bei der Phenylhydrazinanimie. 


Von 


Torao Kanamori (Tokio). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 12. Juni 1926.) 


Im folgenden will ich einen Versuch am Hunde iiber das Verhalten 
des Harnquotienten C:N bei der Phenylhydrazinanimie mitteilen. 
Das Thema wird durch diesen einen Versuch natiirlich nicht erschépfend 
behandelt, aber meine Abreise aus Europa hindert mich, die Arbeit 
zu Ende zu fiihren. Die technische Schwierigkeit bei der Durchfiithrung 
derartiger Versuche liegt darin, daB durch die Phenylhydrazinver- 
giftung bei den Hunden mitunter Diarrhée oder Albuminurie auftritt, 
so daBb der Versuch vorzeitig abgebrochen werden mu, oder man nicht 
zu den Graden der Vergiftung kommen kann, die fiir eine klare Ent- 
scheidung des Problems wiinschenswert sind. Unter mehreren, aus 
diesen Griinden vergeblich begonnenen Versuchen ist aber der vor- 
liegende Versuch wenigstens so weit gediehen, daB man daraus ersehen 
kann, in welcher Richtung die Antwort auf die Frage zu suchen ist, 
wie durch die Phenylhydrazinanimie der Harnquotient C: N_ beein- 
fluBt wird. 

Bei durch Phenylhydrazin- oder Pyridininjektionen hervorgerufenen 
toxischen Animien fand Eberstadt') am Kaninchen ein deutliches Absinken 
der Verbrennungen bis maximal 40 Proz. pro Quadratmeter. Dabei be- 
stand in der Regel ein deutlicher Parallelismus zwischen der Schwere der 
Animie, der Geringgradigkeit der Regenerationszeichen am Knochenmark 
einerseits und der Héhe des Sauerstoffverbrauchs andererseits. Je schwerer 
also die Animie war, um so geringer war die Intensitat der Verbrennungen. 
Da bei schweren AderlaBanimien, die zu einer Erschépfung des Knochen- 
marks gefiihrt hatten, das gleiche beobachtet wurde, mu8B man wohl bei 


1) Eberstadt, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 71, 329, 1913. 
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den genannten toxischen Animien die Herabsetzung der Oxydationen auf 
die Anamie und nicht auf die primare Wirkung eines toxischen Faktors 
beziehen [Grajfe*)]. 

Bei schweren Andmien ist sicher die Sauerstoffzufuhr zum Gewebe 
behindert. Im Harn von Anamikern sind vielfach Produkte mangelhafter 
Oxydation angetroffen worden. Collazo*) hatte bei schweren menschlichen 
Anaimien wie bei Phenylhydrazinanimien am Tier die Blutmilchsdure 
vermehrt gefunden. Alle diese Beobachtungen, auf die auch schon Bickel 
und Kauffmann-Cosla*) in ihrer Arbeit zur pathologischen Physiologie und 
Klinik der dysoxydativen Carbonurie Bezug genommen haben, zeigen, 
daB es bei den schweren Andmien und insonderheit auch bei der Phenyl- 
hydrazinanimie zu der Produktion einer abnormen Menge mangelhaft 
oxydierter Stoffwechselprodukte kommt. Diese Beobachtungen aber 
stehen in gutem Einklang mit der Verminderung des Gaswechsels bei der 
Phenylhydrazinanamie, iiber die Eberstadt (1. c.) berichtete. Die Oxydation 
ist bei der Anamie nicht nur quantitativ herabgesetzt, d. h. es wird nicht 
nur weniger Material oxydiert, sondern das der Oxydation anheimfallende 
Material wird auch in einer qualitatiy schlechteren Weise durchoxydiert, 
als es in der Norm geschieht ; darum ist der Abfall an mangelhaft oxydierten 
Stoffen bei den oxydativen Umsetzungen abnorm erhdéht. 


So war es wohl méglich, daB sich diese Oxydationsstérung auch 
am Harnquotienten C:N ausdriicken konnte. In welchem Umfange 
das der Fall sein wiirde, konnte nur durch den Versuch entschieden 
werden. 


Der Versuch, iiber den ich im folgenden berichten will, war so ange 
ordnet, daB ein Hund von etwa 15 kg Ké6rpergewicht taglich mit 500g 
frischem Pferdefleisch, 50 g Reis und 2 g Kochsalz ernahrt wurde. In einer 
neuntiagigen Vorperiode wurden durch tagliche Untersuchungen die Mittel- 
zahlen fiir den taglichen Harn-N- und -C-Gehalt, den Harnquotienten C : N, 
den Hb-Gehalt des Blutes und die Zahl der roten und weiBen Blutkérperchen 
bestimmt. In einer nunmehr folgenden siebentagigen Phenylhydrazinperiode 
erhielt das Tier bei immer der gleichen Nahrung taglich eine subkutane 
Injektion von 1 cem einer Phenylhydrazinlésung in O1 (1,2 g Phenylhydrazin 
in 12 ccm Olivend)). 

Dann wurden 7 Tage lang die Phenylhydrazininjektionen ausgesetzt, 
weil der Kot des Tieres zu breiig geworden war. In einer darauf folgenden 
elftagigen Periode erhielt dann das Tier alle 2 Tage wieder eine Pheny!l- 
hydrazininjektion von der gleichen Dosis wie friiher. Die Harn- und Blut- 
untersuchungen wurden in allen Perioden taglich gemacht, wie in der ersten 
Periode. Die Fiitterung war immer die gleiche. Nur an den drei letzten 
Tagen der ersten Phenylhydrazinperiode und an den drei ersten Tagen der 
darauf folgenden Periode ohne Phenylhydrazingabe konnten die Harn- 
analysen nicht gemacht werden, weil wegen der leicht diarrhéischen Be- 


1) Grafe, Die pathol. Phys. des Ges. Stoff- und Kraftwechsels, Verlag 


Bergmann, 1923. 

2) Collazo, Zur Pathogenese der dysoxydativen Carbonurie. Deutsch. 
med. Wochenschr. M. 39, 1925. 

8) A. Bickel und Kaujffmann-Cosla, Virchows Arch. 259, 1926. 
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schaffenheit des Kotes sich dieser etwas dem Harn beigemischt hatte. 
Der Harn war dauernd frei von EiweiB, Zucker, Aceton und Acetessigsaure. 

Der Stickstoff wurde nach Kjeldahl, der Kohlenstoff nach der in der 
Arbeit von Gomez') beschriebenen Methode bestimmt. 

Aus der folgenden Ubersichtstabelle ergibt sich, daB die erzeugte 
Anaimie nur von einem leichten Grade war. Die Zahl der roten Blut- 
kérperchen hatte nur um etwa eine Million abgenommen, der Hb-Gehalt 
hatte sich allerdings um 18 Proz. schlieBlich vermindert. In der 
Zwischenperiode, in der die Penylhydrazininjektionen ausgesetzt 
werden muBten wegen der toxischen Darmerscheinungen, hatte sich 
die Animie eher noch etwas weiter verschlechtert. Die N- und C-Aus- 
scheidung durch den Harn nahmen beide etwas zu in den animischen 
Perioden gegeniiber der Vorperiode, aber bei dem Quotienten C:N 
war eine aufsteigende Tendenz héchstens schwach angedeutet. Die 
Differenzen in den absoluten Werten sind zu geringfiigig, als daB man 
aus ihnen irgendwelche Schliisse ziehen kénnte. 





Tabelle I. 
Anamischer Hund (Phenylhydrazin). Ubersichtstabelle. 
ree Karper- ‘Hare . | iy 
gewicht| menge NsHarn C-Harn C:N Hb R. BI. K. W. BL K. 
8 com s g Proz. 
V .... 14746| 727 | 10,876! 7,163 0,655| 70,8 4876666 13220 
P, ... . 16079) 798 | 10,787 7,987 0,664) 54,1 3888571 23433 
Z.... . 14653) 600 (11,679 7,819 | 0,670) 54,7 3400714 13674 
Py, .... 15806) 708 (11,744 7,931 | 0,675 | 52,0 3760862, 20450 


V = Vorperiode, 24. I. bis 1. IL. fiir 8 Tage. P, = 1. Phenylhydrazinperiode, 2. II. bis 8. II. 
fiir 7 Tage, aber N, C bzw. C:N sind nur fiir 4 Tage gepriift, weil der Hund in den letzten 
3 Tagen Diarrhée hatte. Z = Zwischenperiode, 9. II. bis 15. Il. fiir 7 Tage, aber N, C bzw. C:N 
sind nur 4 Tage gepriift, weil der Hund in den ersten 4 Tagen Diarrhée hatte. P ) = 2. Phenyl- 
hydrazinperiode, 16. II. bis 26. Il. fiir 11 Tage. Hb = Himoglobin. R. BLK. = Rote Blut- 
kérperchen. W. BI.K. = Weife Blutkérperchen. 

‘ 


Wie ich schon in der Einleitung sagte, scheiterte die endgiiltige 
Durchfiihrung dieser Versuche mit Phenylhydrazinvergiftung an dem 
Auftreten toxischer Begleiterscheinungen (Diarrhée und Vermischung 
des Harns mit Kot); so konnte die Animie nicht bis zu den auBersten 
Graden getrieben werden, die wohl nétig sind, um groBe, beweisende 
Ausschlige in der Quotientgestaltung zu erhalten. Bei den leichten 
Animien, wie sie in dem vorliegenden Versuch und in anderen Ver- 
suchen entsprechender Art, die ich aber hier nicht detailliert wieder- 
geben méchte, weil sie aus den genannten Griinden noch weniger voll- 
stindig wie der vorliegende Versuch durchgefiihrt werden konnten, 
andert sich der Quotient C: N nicht. 


1) Gomez, diese Zeitschr. 167, 1926. 
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Eine neue Methode der quantitativen Fettbestimmung 
in der tierischen Substanz und in ganzen Organismen. 


Von 
N. D. Zelinsky und Sch. R. Zinzadze. 
(Aus dem organisch-chemischen Laboratorium der I. Universitat Moskau.) 
(Eingegangen am 12. Juni 1926.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die iibliche Methode der quantitativen Fettbestimmung ist die 
Extraktion mit absolutem Ather im Soxhletschen Apparat. 


Bereits 1891 haben E£. Pfliiger(1) und nach ihm auch andere, wie 
Dormeier (2), E. A. Bogdanow (3), Glikin (4) und Ryotaro Inaba (5), be- 
wiesen, daB diese Methode zwei wesentliche Defekte aufweist: 1. Extrahiert 
Ather selbst bei sehr langer Extraktion (843 Stunden in den Versuchen von 
Dormeier) nicht alles Fett, und 2. werden auBer Fett auch andere Sub- 
stanzen extrahiert. 

Die Unzuverlassigkeit der Methode war somit endgiiltig bewiesen, denn 
die Fehler reichten mitunter bis zu 50 Proz. und dariiber. 

So wird es auch begreiflich, daB neue Methoden der Fettbestimmung 
ausgearbeitet wurden, die auf der Zersetzung der extrahierten Substanz 
beruhen, wie die von Dormeier (2), M. Schlesinger (6), L. Liebermann und 
J. Székeli (7), Nerking (8) u. at Gleichzeitig wurden auch die Extraktions- 
methoden vervollstandigt, und zwar von E. Bogdanow (3), Ndel-Paton (9), 
W. Krylow (10), O. Frank (11), E. Voit (12), H. Leo (13), doppelte Ex- 
traktion mit Alkoho] und Ather, G. Rosenfeld, Extraktion mit Alkohol und 
Chloroform (14), Glikin nur mit Petrolather (4) usw. Die Untersuchungen 
von Kumagawa und Suto (15) bewiesen aber die Ungenauigkeit auch dieser 
Methoden. Ihrerseits haben Kumagawa urd Suto durch Abanderung der 
Methode von Liebermann und Székeli ein Verfahren zur Fettbestimmung 
mittels Zersetzung der Substanz durch 20proz. Natronlauge und darauf 
folgende Isolierung und Wagung der Fettséuren ausgearbeitet. 

Zur Berechnung der Menge des neutralen Fettes multiplizieren die 
genannten Forscher das Gewicht der isolierten Fettséuren mit dem Faktor 
1,046. Diesen Faktor berechneten sie unter Zugrundelegung der Annahme, 
da8 das Rinderfett (sie untersuchten das Fett eines lange hungernden 
Hundes und Pferdes) aus 70Proz. Ol-, 20Proz. Palmitin-, 10Proz. 
Stearinsaure besteht. 

Diese, wenn auch einfache und bequeme Methode kann aber doch nicht 
als Universalmethode betrachtet werden, und zwar schon darum, weil das 


22+ 
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Verhaltnis der Fettsauren nicht in allen Fetten gleich ist, weshalb der Faktor 
1,046 nicht fiir alle Falle zutreffend ist. 

Ohne auf die Einzelheiten der oben angefiihrten Methoden ein- 
zugehen, wollen wir nur bemerken, daB es, ungeachtet der Wichtigkeit 
der quantitativen Fettbestimmung, bis jetzt keine streng zuverlissige 
Methode hierfiir gibt. 

Als Haupthindernis bei der Fettbestimmung ist die Schwierigkeit 
der Extraktion des Fettes aus dem Fleische zu betrachten, denn die 
Extraktion ist selbst bei der feinsten Zerkleinerung des Fleisches nicht 
volistandig. Dieser Umstand gab eben zur Ausarbeitung von Methoden 
mit vorheriger Zerstérung des Fleisches Veranlassung. 

So unterwarf Dormeier(2) das Fleisch der Pepsinverdauung; 
Nerking (8) zersetzte das Fleisch mittels 2proz. Salzsiure, wihrend Lieber- 
mann und Székeli(7) dasselbe Ziel mittels konzentrierter Natronlauge 
erreichten. Aber keine dieser Methoden entsprach den erhofften Er- 
wartungen: Pepsin verdaut nicht alle EiweiBstoffe und nicht mit gleicher 
Geschwindigkeit; Natronlauge zersetzt das Fett und beeinfluBt somit 
dessen Berechnung, wihrend 2proz. Salzsiure bei 100° die EiweiBstoffe 
nicht spaltet. 

Es lag der Gedanke nahe, die Frage derart zu lésen, dab man die 
EiweiBstoffe vollstindig zersetzt, ohne hierbei die Fette zu beriihren. 

Beim Studium der Zerfallsprodukte der Proteine kamen Zelinsky 
und Ssadikow (16) auf die Hydrolyse der Proteine im Autoklaven bei 
180° mittels verdiinnter (1- bis 3proz.) Salz- oder Schwefelsiure. 

Hydrolysiert man nach dieser Methode Fleisch (oder sogar ein 
ganzes Tier), so schwimmen die frei gewordenen Fette auf der Oberfliche 
des entstandenen Proteinkatalysats (es hinterbleibt ein geringer Nieder- 
schlag). Dieser Erscheinung wandten wir unsere Aufmerksamkeit zu. 

Es sollte zunichst festgestellt werden, ob das Fett und dessen 
Spaltprodukte bei der Autoklavenhydrolyse irgend eine Veranderung 
erleiden, und ob unter Anwendung dieser Methode die Ausarbeitung 
eines Verfahrens zur Bestimmung des Gesamtfettgehalts der tierischen 
Substanz méglich wire. 

In der vorliegenden Abhandlung seien nun die von uns erzielten 
Resultate mitgeteilt. 

Es war vor allem festzustellen, wie sich gegen Erhitzen im Auto- 
klaven die doppelte Bindung der Olsaure verhalt, die ja einen wesent- 
lichen Bestandteil des tierischen Fettes reprisentiert. 

Wir untersuchten in dieser Richtung reine Olsaure : Siedepunkt 232° 
bei 15 mm Druck; D ®/, = 0,8901. 

Zu einer in einem Probierglas befindlichen genauen Einwigung 
(1 bis 3g) wurden 25ccm Salz- oder Schwefelsiure (1-, 2-, 5proz.) 
zugesetzt. Das Probierglas wurde zugeschmolzen und im Autoklaven 
auf 180° wihrend 3 bzw. 6 Stunden erhitzt. 
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Alsdann wurde die Olsiiure in Ather aufgenommen und unter ver- 
mindertem Druck in einer CO,-Atmosphire getrocknet; ferner wurde 
in Petrolather gelést, durch ein aschenfreies Filter filtriert und nach 
Abtreiben des Athers die Jod- und Saurezahl ermittelt. 

In der Tabelle I sind die gewonnenen Versuchsresultate zusammen- 
gefaBt. 

Tabelle I. 
Olsiure. Jodzahl = 89,89. 





3 Stdn. im Autoklaven 6 Stdn. im Autoklaven 


| 89,92) 89,78 | 
I prot, HSO, | | 80,70 / 80,86 89.93 | 89,84 
89/87 89/9) 
89/91 80,85 
2proz. H,SO, || 80,94 89,88 89:77 | 9,80 
89/78 89°79 
80,86 | 89/91 
5 proz. H,SO, 89.76 \ 89,85 89.88 \ 89.88 
| —_g9'9 | 89.87 


Die Anzahl der Kubikzentimeter NaOH (7' = 0,0095) zur Neutrali- 
sation von 1g Olséure war vor dem Hineinbringen in den Autoklaven 
= 14,9 ccm. 





3 Stdn. im Autoklaven | 6 Stdn. im Autoklaven 


148 | | 148 
1 proz. H,SO, | 14.9 | 14,9 148 $148 
15,0 14,9 
15,0 14,8 
2 proz. H, SO, 14.8 | 14.9 14,9 | 14,8 
| 14.9 14,7 
4, 9 
5 proz. H, SO, | 15,0 $149 ' 14.7 } 49 
15,0 15,0 


Ganz analoge Resultate erhielten wir auch mit Salzsaiurelésungen. 

Aus den Versuchen ergibt sich somit, daB die Oleinsiure unter den 
gegebenen Bedingungen keine Veranderung erleidet, so da8 wir nun 
Versuche mit frischem Rinder- und Schweinefett') ruhig ausfiihren 
konnten. 

Die Versuchsergebnisse werden durch die Tabellen I] und III 
veranschaulicht. 

Die Versuche mit Salzséure von gleicher Konzentration ergaben 
genau dieselben Resultate. 


1) Zur Darstellung der reinen Fette wurde frisches Rinder- bzw. 
Schweinefett in wasserfreiem Petrolather gelést, dann wurde durch ein 
aschenfreies Filter filtriert, der Ather abgetrieben und das reine Fett unter 
vermindertem Druck in Kohlenséiureatmosphare getrocknet. 
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Tabelle II. Rinderfett. 





Anzabl der com NaOH 
T = 0,0095) alkohol. 
6sung zur Neutralis. 
der freien Fettsauren 


Anzahl der com NaOH 
(T = 0,009 


3095) zur 
Neutralis. aller Fett- Jodzahl 


séuren in 1 g Fett 


in 1 g Fett 
Vor der Hydrolyse im Autoklaven. 
0,1 14,9 37,28 
3 Stunden im Autoklaven. 
14 14,7 37,41 
1 proz. meres v4 14 15,0 14,9 is 37,30 
14 15,0 = 
{ 16 14,9 | 37,11 
2,5 proz. H, SO, 1,5} 1,5 15,0 | 14,9 37,43 | 37,31 
15 | 14.8 | 37.49 
1,6 | 14,7 37,15 | 
5 proz. H, SO, 15 ‘1,6 15,1 | 14,9 37,29 | 37,26 
| 17] 15.0 37.34 | 
6 Stunden im Autoklaven. 
| 6,5 149 37,21 
. 14,9 37,34 
1 proz. H,S bi 6,5 15.0 14,9 37,00 | 37,21 
6,5 14,9 _— 
Tabelle III. Schweinefett. 





| Anzahl der com NaO 

T = 0,0092) alkohol. 

6sung zur Neutralis 

der freien Fettséuren 
in 1g Fett 


H! anzabl | der com NaOH 
(T 0,0092) zur 
Neutralis. aller Fett- Jodzahl 
saiuren in 1 g Fett 


Vor der Hydrolyse im Autoklaven. 
0,1 15,2 | 47,93 


3 Stunden im Autoklaven. 


18 15,3 47,85 
1 proz. H, SO, 1's p18 15,3 | 15,2 o 47,89 
\ 18 a 15,2 te 8 
19 15,5 47,95 
2,5 proz. H,80,| 2'0 | 1,95 151 | 15,3 4771 | #788 
oa = 47:89 
5 proz. H,SQ, | a. 21 9 15,2 pods | 47,82 
6 Stunden im Autoklaven. 
6,0 ae 47,79 
1 proz. H, SO, $0 | 6,0 | 15,6 | 15,25 7.08 | 47,86 
\ 6,0 15,1 ~ag 


Diese Versuche fiihrten zu folgenden Schliissen: 

1. Fette werden beim Erwirmen im Autoklaven nur partieli 
hydrolysiert. 

2. Die Konzentration der Siure wirkt innerhalb 1 bis 5 Proz. nur 
wenig auf die Hydrolyse der Fette. 
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3. Die Hydrolyse des Fettes hingt von der Dauer des Aufenthalts 
im Autoklaven ab: bei sechsstiindiger Erwarmung wurde dreimal mehr 
Fett hydrolysiert als bei dreistiindiger. 

Im groBen ganzen wurde unter den beschriebenen Bedingungen 
nicht mehr als die Halfte des genommenen Fettes hydrolysiert. 

Zur Berechnung der wirklichen Menge des neutralen Fettes ent- 
schlossen wir uns, eine Korrektur auf Glycerin einzufiihren. Die nach 
der Autoklavenhydrolyse gewonnenen Fette + Fettsiuren werden ge- 
wogen, in Alkohol (oder Ather-Alkohol) gelést und mit alkoholischem 
Natron (oder KOH) titriert, und zwar in Gegenwart von 2 bis 3 Tropfen 
Phenolphthalein. Die verbrauchte Alkalimenge entspricht einer be- 
stimmten Menge frei gewordener Siuren, was einer Aquivalenten 
Glycerinmenge entspricht. 

Die Berechnung geschieht nach folgendem Schema: 


CH,—O—CO—R HC H.OH 

| 

CH—O—CO—R + 3 H,O = d H.OH+3R—COOH 
bu o-co_R HC H.OH 


Es ist zuletzt nur der Glycerinrest C,H, in Rechnung zu ziehen, 
dessen Gewicht in Betracht kommt. Somit entsprechen 120g NaOH 
38g des erwihnten Glycerinrestes, 1 mg Natron entspricht 0,32") 
(0,316) mg dieses Restes, d.h. die Anzahl der zur Neutralisation ver- 
brauchten Milligramme NaOH muB8 mit dem Faktor 0,32 multipliziert 
und zum gefundenen Gewicht (Fett + Fettsiuren) addiert werden. 

Wir erhalten somit folgende Abhangigkeit: 

(Fettgewicht + Fettsiuren) + (Anzahl Milligramme Na OH x 0,32) 
= der gesuchten Menge des neutralen Fettes. 

Zur Kontrolle der Genauigkeit dieser Berechnungsart wurden 
folgende Versuche angestellt: 

Reines Rinder- bzw. Schweinefett wurden in Réhrchen aus Jenaer 
Glas gebracht, dann wurden je 25cem 2proz. Salzsiure zugesetzt, 
zugeschmolzen und 3 Stunden im Autoklaven auf 180° erhitzt. 

Die gewonnenen Fette + Fettsiuren wurden, wie in den Ver- 
suchen mit Oleinsaéure, ausgeschieden. 

Nach der Wiigung wurde, wie angegeben, titriert, wobei sich 
die Daten in Tabelle IV ergaben. 

Nach diesen Versuchen gingen wir zur Ausarbeitung der Bedin- 
gungen iiber, die fiir die quantitative Ausscheidung des Fettes aus 
Fleisch nach dessen Autoklavenhydrolyse geeignet waren. 

Vor allem sollte festgestellt werden, wie lange die Hydrolyse des 
Fleisches dauern muB, damit alles Fett sich in der obenschwimmenden 


1) Fir KOH betragt dieser Faktor = 0,22 (0,225) mg. 
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Tabelle 1V. 
com NaOH J 
Fettgewicht Fett + Fett- T= 0,0089) Korrektur oe a Anfan Ss 
Nr. vor der sdure nach der zur Neutralis. auf den getunden gewicht 
Hydrolyse Hydrolyse der freien Glycerinrest 
Fettsauren g Proz. 
Rinderfett. 
1 2.6526 2,6312 3,5 0,0099 2.6411 99,59 
2 2.6344 2.6206 3.8 0,0108 2.6314 99,88 
3 1.8387 1,8209 2.5 0,0071 1.8280 99,42 
4 1.3541 1,3393 1,9 0,0054 1,3447 99,30 
Schweinefett. 
1 0,9954 0.9831 0,6 0,0017 0.9848 98,93 
2 1,0154 1.0165 1,2 0,0034 1,0199 100,44 
3 2.1456 2.1349 3,1 0,0088 2,1437 99,91 
4 1,7584 1.7595 23 0,0065 1,7660 100,43 


Schicht befinde. Zu diesem Behuf wurde mageres Rinder- bzw. 
Schweinefleisch im Autoklaven bei 180° 1, 2 und 3 Stunden mit 1- und 
2proz. Salz- bzw. Schwefelsiure erhitzt. Es stellte sich dabei heraus, 
daB nach zweistiindigem Erwirmen die Bestandteile des Fleisches 
hydrolysiert werden und ganz in Lésung tibergehen, wihrend die Fette 
an die Oberfliche schwimmen. 

Wir fiihrten deshalb die Hydrolyse im Laufe von 2 Stdn. bei 180° aus. 

Wie bereits erwihnt, hydrolysieren Salz- und Schwefelsiure das 
Fleisch in gleicher Weise; im letzteren Falle kann aber in Gegenwart 
von Knochen Gips gebildet werden, weshalb Salzsiure bei der Hydrolyse 
vorzuziehen ist. 

Beim Erwirmen im Autoklaven sind folgende tiberaus wichtige 
VorsichtsmaBregeln einzuhalten: 1. Einige Glassorten werden unter 
diesen Bedingungen zerstért, so daB die Siure merklich neutralisiert 
wird; am wenigsten wird hierbei, wie wir merkten, das diinne Jenaer 
Glas angegriffen, weshalb wir auch desselben uns bedienten. 2. Die Probier- 
glischen sind so zuzuschmelzen, daB ein geringer freier Raum zuriick- 
bleibt. Das ist besonders bei Massenanalysen von Wichtigkeit, wo die 
Proven nach der Hydrolyse bis zur Extraktion lange aufzubewahren sind. 

Zur Trennung des Fettes von den tibrigen Produkten der Hydrolyse 
ist ein geeignetes Lésungsmittel erforderlich. Die weiteste Verwendung 
finden bekanntlich Athyl- und Petrolather. 

Bereits Glikin, Liebermann u. a. bewiesen, daB bei der Extraktion 
mit Petrolither das Fett am wenigsten verunreinigt wird. Kumagawa 
und Suto bestitigten das Gesagte und bewiesen, daB im Petroliather 
(Fraktion 50 bis 60°) unléslich sind: Schwefelséiure, Milchsiure, Phenol- 
phthalein, einige in Ather merklich lésliche Pigmente und andere 
Substanzen. AuBerdem ist Petrolither in Wasser praktisch unléslich. 

Mit Riicksicht auf das Gesagte bedienten wir uns bei unseren Ver- 
suchen ausschlieBlich des Petrolathers. 
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Die Trennung des Fettes samt Fettséuren vom Hydrolysat kann 
entweder durch Schiitteln oder durch Extraktion geschehen. Nun 
bildet aber Petrolither mit Wasser eine Emulsion; deshalb ist die 
Entfettung in einem passenden Extraktor auszufihren. 

Wir bedienten uns eines etwas modi- 
fizierten Extraktionsapparats von Maassen 
fiir Fliissigkeiten, und zwar mit zuge- 
schliffenem Kiihler und Kolben (Abb. 1). 



































Abb. 1. Abb. 2. Abb. 3. 


Der Apparat besteht aus folgenden Teilen: 

1. Der eigentliche Extraktor 2: Héhe 15cm, Durchmesser 3 cm; 
der seitliche Tubus h, ist so angeordnet, daB® der Teil K des Extraktors 
100 bis 110 cem faB®t, Tubus h, ist 7em lang und zwecks leichten 
Abflusses des Athers nach unten etwas gebogen. Tubus h, ist dem 
Extraktor E parallel. Beide haben einen Durchmesser von 1 cm. 


2. Der innere Trichter (Abb. 2) wird in den Extraktor eingestellt. 
Der aus dem Kiihler kommende Ather tropft in den Trichter und tlieBt 
durch die unten befindlichen schmalen Offnungen der Abzweigungen 
ab (letztere miissen dicht auf dem Boden des Extraktors aufliegen). 
Die Zahl der Abzweigungen muB 3 oder 4 sein. Der obere Teil des 
inneren Trichters hat drei Abzweigungen (Aste), die die Wandungen 
des Extraktors beriihren, wie im Apparat von Maassen. Dieser Teil 
des Trichters befindet sich 2cm unterhalb des Kiihlerendes. Durch- 
messer des Trichterréhrchens 0,5 cm. 
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3. Der Kiihler ist mit zugeschliffenen Enden versehen, und seine 
Konstruktion ist dem verbesserten Apparat von Soxhlet entnommen. 
Mit Pfeilen ist die Richtung des Kiihlwassers in der Kiihlschlange an- 
gegeben. Das Ende C reprisentiert einen RiickfluBkihler. Die in ihm 
kondensierten Atherdimpfe flieBen tropfenweise in den Trichter. 

Nach beendeter Extraktion wird der Kiihler zwecks Abtreibung 
des Athers abgenommen und in den Extraktor mit dem zugeschliffenen 
Ende B eingestellt. Letzteres dient zur Ansammlung. Die Atherdimpfe 
kommen hierher durch den Tubus ¢ und sammeln sich, kondensiert, 
rings um den Tubus. Die Lange des Kiihlers ist 12cm, Durchmesser 3cm. 

4. Der zugeschliffene 100 bis 150 ccm fassende Kolben D dient 
als Vorlage. 

Der ganze Apparat ist ausschlieBlich aus Glas und wird in zu- 
sammengestellter Form durch Abb.1 veranschaulicht. 

Die Fettextraktion wird in dem Apparat wie folgt ausgefiihrt: 
Nach der Hydrolyse wird die Substanz zusammen mit der sauren 
Fliissigkeit in den Extraktor Z gebracht (hierbei ist zu beachten, dab 
das Fett nicht an der Wandung des Extraktors anhaftet). Das Probier- 
glas, in dem die Hydrolyse stattfand, wird einige Male mit heifem 
destillierten Wasser ausgespiilt. (zu je 10 ccm) und am Ende des ersten 
und zweiten Males mit 20 cem Petrolither. Die Waschwiisser und der 
Ather werden in den Extraktor gegossen. Das Fett und die Fliissigkeit 
sollen insgesamt nicht iiber zwei Drittel des Extraktors K einnehmen. 
Alsdann wird der Extraktor an einem Stativ befestigt, der Trichter 
eingestellt und dariiber der Kiithler. Tubus h, wird mit dem zugeschliffenen 
Kéibchen verbunden, in dem sich 60 bis 100 ccm Petrolather befinden. 
Das Kélbchen wird am Wasserbade (60 bis 70°) erwirmt. Der Apparat 
wirkt wie folgt: Die Atherdimpfe gehen aus dem Kélbchen D durch 
den Extraktor in den Kiihler, werden kondensiert und flieBen in den 
Trichter n und gehen von hier in die Aste m, wie im Extraktor von 
Maassen, durch die ganze Fliissigkeitsschicht, sammeln sich dariiber 
und flieBen mit Fett beladen in das Kélbchen D. 

Zahlreiche Versuche lehrten uns, daB bei zweistiindiger Extraktion 
mit Petrolither im beschriebenen Apparat alles Fett samt Fettsduren 
aus dem Hydrolysat extrahiert werden. 

Um uns hiervon zu iiberzeugen, haben wir, wie tiblich, einen Tropfen 
Petrolather (nach kurzem Auseinandernehmen des Tubus h,) auf Filter- 
papier gebracht. Die Extraktion haben wir als beendet betrachtet, wenn 
auf dem Papier kein Fettfleck zuriickblieb. Gewéhnlich trat solch ein 
Moment zwischen der ersten und zweiten Stunde der Extraktion ein. 

Um uns von der Vollstaindigkeit der Extraktion zu iiberzeugen, 
haben wir die im Extraktor zuriickgebliebene saure Fliissigkeit durch 
ein aschenfreies Filter filtriert, den geringen Niederschlag mit 20proz. 
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Natronlauge gekocht, mit verdiinnter Salzsiure angesiuert und in 
demselben Apparat 2 Stunden mit Petrolather extrahiert. 

Es stellte sich hierbei heraus, daB bei solch einer Behandlung des 
Niederschlags keine wagbaren Saiuremengen in den Ather iibergingen. 

Hieraus folgt, daB die festen Riickstinde des Hydrolysats keine 
Fette und Fettsauren enthalten. 

Das aus hydrolysiertem Fleisch extrahierte Fett ist etwas braun 
gefarbt, was auf Verunreinigungen hinweist. Zur Entfernung der 
letzteren wurde das Fett unter vermindertem Druck in einer CO,-Atmo- 
sphare gut getrocknet ; alsdann wurden 20 bis 30 ccm wasserfreien Petrol- 
athers zugesetzt (Fraktion 50 bis 60°) und nach Umschiitteln 1 Stunde 
stehengelassen; hierbei werden die Verunreinigungen als flockiger 
Niederschlag gefallt; nach Filtration wurde der Ather abgetrieben. 
Nach solch einer Behandlung erhalt man véllig farbloses reines Fett. 

Die Methodik der Fettbestimmung besteht im folgenden: 2 bis 5 g 
Substanz (je nach dem Fettgehalt) werden in ein Probierrohr aus 
Jenaer Glas gebracht, 25 ccm 2proz. Salzsiure zugesetzt, das Probier- 
rohr wird zugeschmolzen und im Autoklaven 2 Stunden bei 180° 
erhitzt (etwa 10 Atm. Druck). 

Das gewonnene Hydrolysat samt obenschwimmendem Fett und 
Fettsiuren werden in den Extraktor gebracht und die Fettextraktion, 
wie oben gesagt, ausgefiihrt. 

Die Zirkulation des Athers bei der Extraktion wird so reguliert, 
daB man die aus dem Kiihler in den Trichter abflieBenden Tropfen 
zihlen kann. 

Die Extraktion wird 2 Stunden gefiihrt, was vollauf genug ist, um 
zu erreichen, daB ein aus dem Tubus A abflieBender Tropfen einen 
Fettfleck auf Filterpapier zu geben aufhért. Nach Ende der Extraktion 
wird der Kiihler umgekehrt und der Ather wird ringsum des 
Roéhrchens ¢ des Kiihlers gesammelt. 

Das zuriickgebliebene Fett + Fettsiuren werden unter ver- 
mindertem Druck in einer CO,-Atmosphire getrocknet ; alsdann werden 
20 bis 30 ccm wasserfreien Petrolithers (50 bis 60°) zugesetzt, geschiittelt, 
mit einem Uhrglas bedeckt und 1 Stunde stehengelassen. Die Lésung 
wird durch ein aschenfreies, mit Ather gewaschenes Filter filtriert ; 
der Riickstand wird nach Abtreiben des Athers getrocknet und 
gewogen, in Alkohol (oder Alkohol-Ather) gelést und mit alkoholischem 
Natron in Gegenwart von Phenolphthalein titriert. 

Das Gewicht des neutralen Fettes wird nach folgender Forme! 


be ; 
rechnet (a + b) + (m x 0,32) = X, 


woa+b = Fett + Fettsiuren sind; n = Anzahl Milligramme NaOH 
zur Neutralisation der frei gewordenen Fettsiuren; 0,32 den dem 
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Glycerinrest entsprechenden Faktor und X die gesamte Fettmenge 


bedeutet. 
Nach dieser Methode haben wir den Fettgehalt einiger Fleisch- 


sorten und ganzer Organismen bestimmt. 


WeiBe Ratte. 

Eine mit Chloroform getétete weiBe Ratte wurde im Autoklaven 
2 Stunden (in einem Porzellanglas) in Gegenwart von 100cem 2proz. 
Salzsiure hydrolysiert. 

Gewicht der Ratte = 79,2547 g. 

Gewicht des gewonnenen Fettes + Fettsiuren = 1,9837 g. 

Zur Neutralisation der frei gewordenen Fettséuren wurden 4,4 ccm 
NaOH (7 = 0,0088) verbraucht. 

Gesamtfettgewicht = 1,9961 g (1,9837 + 0,0124) = 2,51 Proz. 

Alsdann wurden bearbeitet: 1. Eben eine solche Ratte, 2. Rindfleisch, 
3. Schweinefleisch u. a. 

Um mittlere Proben zu erzielen, wurden sowohl das Tier (ohne Kopf) 
als auch das Fleisch einige Male durch die Fleischhackmaschine durch- 
gelassen, so daB eine homogene Masse fiir die Arbeitsproben entstand, 
welch letztere folgende Versuchsdaten ergaben. 














Tabelle V. 
: NaQH | Korrek Gewicht | Fet® || rete + Fett 
Nr | —— Fett + Fett: | ome Dinstadie. ~y~y an . — aa 
° Tiergewicht siuren | der freien Glycerine gefundenen | probe 
"8 | Fettsdéuren rest Fettes P ee 
roz. Proz.N |Proz. P 
(T = 0,0089). WeiBe Ratte, 

1 || 15,2938 | 0,5271 09 0,0026 0,5297 3,46 | — — 

2 || 5.1399 0,1803 0,3 0,0009 0,1812 3,53 — — 
3 || 8,9214 | 0,3075 | — ; — — | — | 0,03 0,001 

(7 = 0,0088}. Rindfleisch. 

1 4.9136 | 0,2245 0,4 | 0,0011 0.2256 4,59 — — 
2 3,7922 | 0,1726 0,3 | 0.0009 | 0,1735 459) — — 

3 5,9006 | 0,2732 0,5 | 00014 | 02746 464) — | — 

4 4,1397 | 0.1829 — ; — — ~ —-iji- 
5 5,3425 | 0,2497 — —_ —_ — | 0,02 0,004 

(T = 0,0087). Schweinefleisch. 

1 5,1242 | 0,1996 0,4 | 0,0011 0,2007 3,91 —_ 
2 3.2118 | 0,1198 0,3 | 0,0009 0,1207 3,76 — — 

3 | 3,9495 | 0,1497 0,4 0.0011 | 0.1508 | 3,80 —_ — 

4 | 54115 | 0,2143 — — — _ — —- 
5 | 46817 | 0,1784 — — — | — 0,008 0,001 

(7 = 0,0080). Kleiner Fisch (Barsch). 

1 || 21,9377 | 0,4117 | 1,2 | 0,0030 0,4147 1,88 | —- — 
2)/ 35,1145 | 0.4938 | = Dome — | — | 001 | 0,008 
(7 = 0,0087) Ochsenhirn. 

1 4,7351 0,1157 03 0,00084 | 0.1165 2,45 — — 

2 | 5,0125 0,1231 | 0,4 0,0011 0,1242 | 248 —_\|— 
3 3,5899  0,0868 0,3 0,00084 0,0876 | 2,42 — —_— 
4 4, 1937 0,1029 0, 3 0.00084 | 0, 1037 | 2,47 —_\i— 


Ponte, Auch der Aschengehalt des Fettes + Fettsiuren wurde pony und erwies 
sich beim Rindfleisch (Versuch 4) = 0 und beim Schweinefleisch (Versuch 4) = 
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Nach der Hydrolyse der Ratte (ganzes Tier) blieb ein Riickstand 
hydrolysierter Knochen zuriick, der bei der geringsten Beriihrung in ein 
Pulver zerfiel. 

Wir wollten auch sehen, ob sich nach dieser Methode auch alles 
Knochenfett bestimmen laBt. Zu diesem Behuf wurden vom Fleisch 
befreite Rinderknochen im Autoklaven hydrolysiert. Das Fett schwamm 
nach oben auf, waihrend die Knochen in eine spréde, leicht zevrfallende 
Masse verwandelt wurden. Die Versuchsresultate waren die folgenden: 





com NaOH Gewi 
: al A » yewicht Fe halt 
Knochen- Fett + Fett. (T = 00087) Korrektur d Oro 
| cota aa SNe | STE eine SE 
! Fettsauren Proz. 
Rinderknochen, 

l | 23,5373 0.3047 0.2 0,0006 0.3053 1,29 
2/| 19,3590 0,1921 0,2 0,0006 0,1927 0,99 
Ganzer Schweineknochen. 

1 || 15,1357 0.2194 0.2 0,0006 0.2200 1,45 
2|| 21,3591 0.2914 0.5 0,0009 0.2923 1,37 


Um uns von der Vollstandigkeit der Entfettung zu tiberzeugen, 
filtrierten wir das im Extraktor zuriickgebliebene Hydrolysat durch 
ein aschenfreies Filter, kochten den geringen Niederschlag mit 
20proz. Natronlauge, siuerten mit Salzsiure an und éxtrahierten 
2 Stunden. In keinem einzigen Falle konnte ein wagbarer Fettriickstand 
erhalten werden. 

Somit ist unsere Fettbestimmungsmethode auch bei Knochen 
anwendbar. 

Um uns noch zu iiberzeugen, daB das extrahierte Knochenfett 
keine Verunreinigungen in merklicher Menge enthalt, haben wir im 
gewonnenen Fett + Fettsiuren den Gehalt an Asche, N und P 
bestimmt. Sie erwiesen sich als véllig aschenfrei, wihrend der Gehalt 
an N- und P-haltigen Substanzen so gering ist, daB er auf die 
Genavigkeit der Fettbestimmung keinen wesentlichen Einflu8 haben 
kann (vgl. Tabelle V). 

Die Asche wurde durch Ausgliihen im Platintiegel bestimmt. Eine 
Einwigung des extrahierten Fettes wurde in reinem entwasserten 
Petrolither gelést, die Lésung in den Platintiegel gegossen und der 
Ather auf dem Wasserbade abgetrieben. Das Fett + Fettsiuren wurden 
auf einer schwachen Flamme vorsichtig verkohlt. Nach Ausgliihen des 
Tiegels konnte ein wigbarer Riickstand nicht konstatiert werden. 

Zur Bestimmung von N und P wurden Fett + Fettsiuren in 
100 ccm wasserfreien Petrolithers gelést und ftir jede Bestimmung 
eine halbe Lésung genommen. 
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N- Bestimmung. 50 ccm der Lésung wurden in ein kleines Kjeldahl- 
sches Kélbchen gebracht, der Ather wurde auf dem Wasserbade ver- 
dampft und die Probe wie iiblich in Gegenwart von CuSO, verbrannt. 
Alsdann wurde mit destilliertem (NH,-freiem) Wasser verdiinnt, Soda 
bis zur alkalischen Reaktion zugesetzt und in eine Vorlage mit Wasser 
iiberdestilliert. Ammoniak wurde kolorimetrisch mittels des Nesslerschen 
Reagens bestimmt. 

P- Bestimmung. Dieselbe geschah nephelometrisch (kolorimetrisch) 
nach der Methode von Pouget und Chouchak (17). 

Somit weist unsere Methode folgende Vorziige auf: 1. Sie nimmt 
wenig Zeit in Anspruch und ist besonders bei Massenanalysen bequem, 
da man im Autoklaven mehrere Proben hydrolysieren kann. 2. Man 
kann die hydrolysierten Proben einige Tage, bis sie an die Reihe kommen, 
aufbewahren. 3. Die Fettbestimmung geschieht mit gleichem Erfolg 
sowohl mit frischen als mit getrockneten Proben. 4. Das Gesamt- 
knochenfett lat sich bestimmen. 5. Nach dieser Methode wird das 

‘ett in seinem natiirlichen, schwach hydrolysierten Zustand bestimmt. 

Die Methode ist fiir Produkte tierischen Ursprungs ausgearbeitet 
worden. 

Wir denken, daB dieselbe sich auch auf Produkte pflanzlichen 
Ursprungs wird ausdehnen lassen. Diese Frage muB aber noch ein- 
gehend, und zwar in jedem Spezialfall, studiert werden, da in 
einigen Pflanzenélen Fettsiuren mit besonders beweglichen Doppel- 
bindungen (Leinél-, Linolensiure u. a.) vorhanden sind. 

Aus dem Gesagten erhellt, daB man nach unserer Methode den 
Gesamtfettgehalt sowohl ganzer Organismen, als auch einzelner Teile 
des Tierkérpers bestimmen kann. Auf diese Weise kénnen somit die 
Erscheinungen der Fettdegeneration einer genauen Untersuchung 
in bezug auf die Anderung des Fettgehalts unterzogen werden. 


Anhang. 
Tabelle VI. 


Tabelle der Korrekturen fiir den Glycerinrest bei der Titrierung mit NaOH 
(Anzahl mg NaOH x 0,32). 





NaOH Korrektur NaOH Korrektur Na OH Korrektur NaOH Korrektur | NaOH Korrektur 


mg g mg | sg mg gs mg 8 mg g 
1 |0,00032 7 000224 25 00080 55 | 00176 85  0,0272 
2 /|0,00064 8 000256 30 00096 60 | 0,0192 90 §©0,0288 
3 = 0,000:96 9 (000288 35 00112 65 | 0,0208 95 0.0304 
4 0,001 28 10 (0,00320 40 0,0128 70 | 0,0224 100 0.0320 
5 000160 15 (0.00480 45 0.0144 75 | 00240 200 0,0640 
6 0,00192 20 0,00640 50 00160 80 | 0,0256 300 0,0960 
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Tabelle VII. 
Tabelle der Korrekturen fiir den Glycerinrest bei der Titration mit KOH 
(Anzahl mg KOH x 0,22). 





KOH Korrektur KOH (Korrektur KOH Korrektur KOH Korrektur KOH  Korrektur 
mg s meg g mg - mg & mg s 


l 0,000 22 8 0,00176 35 | 0,0077 65 0,0143 95 0,0209 
2 0.00044 9 000198 40 0,0088 70 0.0154 100 = 0.0220 
3 0,00066 10 0,00220 45 | 00099 75 00165 200 0,0440 
4 000088 15 0.00330 50 | 00110 80 00176 300 0.0660 
5 000110 20 0.00440 55 | 00121 85 0,0187 400 0,0880 
6 000132 25 0,00550 60 0,0132 90 00198 §00 0,1100 
7 0,00154 30 000660 
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Zur Frage der Milchsiurebestimmung in kleinen Blutmengen, 
Modifikation der Clausenschen Methode. 


Von 


Th. Brehme und B. Brahdy (New York). 
(Aus der Heidelberger Kinderklinik. ) 


(Eingegangen am 14. Juni 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Wihrend es nun eine ganze Reihe guter und bewahrter Mikro- 
methoden fiir den einen Teil des ,,Kohlehydratkreislaufs, den Blut- 
zucker, gibt, ist die Zahl der Milchsiuremethoden nur sehr klein. 


Sehen wir von den kolorimetrischen Bestimmungen, deren Subjektivitat 
einer weiteren Verbreitung hindernd im Wege steht, ab, so ist die fast von 
allen Autoren gebrauchte Methode, sofern wir die deutsche Literatur in 
Betracht ziehen, die direkte Destillation mit Kaliumpermanganat nach 
Fiirth-Charnas in ihren verschiedenen Modifikationen, hauptsiachlich der 
von Embden und Hirsch-Kauffmann’). 

Eine Anwendung dieser Methoden in der Padiatrie, insbesondere zu 
Reihenuntersuchungen, ist wegen der zu ihrer Ausfiihrung benétigten 
groBen Blutmenge (10 bis 20 ccm) unmédglich*®). So war es zu begriiBen, 
daB Clausen*) eine Mikromethode schuf, die wesentlich kleinere Plutmengen 
(2 bis 3cem) erfordert. Das Frinzip dieser Methode ist, daB der bei 140° 
in Gegenwart starker Schwefelsiure gebildete Acetaldehyd durch einen 
Luftstrom in die Vorlage heriibergerissen wird, wo er sich an Natriumbisulfit 
anlagert und dann mit Jodlésung titriert werden kann. Und zwar titriert 
Clausen nicht das restliche Bisulfit, das ja durch die Durchliiftung in stets 


1) Hoppe-Seyler 140, 1924. 

2) Anmerkung (nach Fertigstellung der Arbeit): Inzwischen teilt 
Warburg (Klin. Wochenschr. 1926, S. 829) Versuche mit, aus denen hervor- 
geht, daB er mit der Charnas-Embdenschen Methode die Milchsaéure in 
leem Rattenblut, ja in 0,5ccem Tumorfliissigkeit zu bestimmen in der 
Lage war. Wir selbst konnten mit dieser Methode bei Verwendung so kleiner 
Mengen nicht zu dauernd guten Resultaten kommen. 

8) Journ. of biol. Chem. 52, 1922. 
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varianter Weise verbraucht wird, sondern er bestimmt nach Entfernung des 
iiberschiissigen Bisulfits durch Jod und Alkalisierung den vorher an den 
Aldehyd gebunden gewesenen Anteil. 

Es ist nicht leicht einzusehen, warum sich die Clausensche Methode 
so wenig eingefiihrt hat. Vielleicht liegt es einmal daran, daB sie ein Metallbad 
erfordert, das vielen Instituten nicht zur Verfiigung steht, und da8 ferner 
die Angaben des Autors in der Originalarbeit iiber Einzelheiten der Appa- 
ratur und Technik nur sparliche sind, woraus sich fiir spaétere Untersucher 
mancherlei Schwierigkeiten ergeben haben mégen. Daher kommt es wohl 
auch, da8 die meisten amerikanischen Autoren, die mit der Methode arbeiten, 
die verschiedensten Modifikationen angeben und iiber mannigfache Schwierig- 
keiten berichten, insbesondere schwankende Werte und schlechte Kontroll- 
bestimmungen. 

Auch wir hatten anfangs mit einer ganzen Reihe von Schwierigkeiten 
zu kaimpfen, ehe die Methode zuverlassig fiir uns wurde. Wenn wir uns heute 
entschlieBen, unsere Erfahrungen mitzuteilen, so geschieht das einmal, 
um auf die ganz ausgezeichnete Clausensche Mikromethode hinzuweisen, 
und zweitens eine Reihe gréBerer und kleinerer Modifikationen anzugeben, 
die fiir ein gutes und sicheres Arbeiten unerlaBlich sind, und die die Methode 
so weit verbessert haben, daB sich konstante Werte und gute Kontrollen 
erzielen lassen. 


Modifikation der Apparatur. 


Aus fuBeren Griinden mu8ten wir von vornherein auf die Anwendung 
eines Metallbades verzichten. Wir suchten es durch ein Olbad zu ersetzen, 
das ja ebenfalls sehr gut Temperaturen von 140° oder héher erméglicht, 
waren uns aber dariiber klar, da8 nunmehr die Durchsaugung der iiber 
dem Olbad befindlichen und mit Oldiinsten gesattigten Luft verhindert 
werden miiBte, da sonst ein von der Menge der durchgesaugten Luft ab- 
hangiger Leerwert die wahrscheinliche Folge war. In der Tat resultierte 
auch ein solcher, der zwischen 0,25 bis 0,40 n/200 Jod schwankte, um- 
gerechnet 8 bis 12 mg-Proz. betrug, also ungefahr ebensoviel wie die meisten 
Milchséurewerte im Blute. Der Umschlagspunkt der Jodstarkereaktion 
fiel in diesen Fallen ganz rétlich und unscharf aus. AuBerdem erwies es sich, 
da8 ab und zu der das ReaktionsgefaB verschlieBende Gummistopfen durch 
Schwefelséure angegriffen wurde, wodurch die Entstehung neuer bisulfit- 
bindender Substanzen zu erwarten war. Wir beschlossen daher, auf jede 
Gummiverbinaung oder Dichtung durch organisches Material zu verzichten 
und zweitens. die in ihrer Zusammensetzung wohl stets konstante Luft der 
freien Atmosphare, also von auBerhalb der Laboratoriumsraiume, zu benutzen. 
So konnten wir hoffen, ein sehr geeignetes Mittel fiir den Transport des im 
Reaktionsgefa8 entstehenden Aldehyds gewahlt und allen Schwankungen 
des Leerwertes vorgebeugt zu haben. 

Die aus diesen Voraussetzungen resultierende Modifikation des De- 
stillationsapparats war relativ einfach und wird am besten aus folgender 
Zeichnung deutlich. 

R ist das Reaktionsgefa8 aus Jenaer Glas, in das die zu destillierende 
Fliissigkeit kommt. Der Aufsatz desselben trigt den mit Glashahn ver- 
schlieBbaren Trichter, der die nétige Menge Schwefelsiure aufnimmt. 
V 1 und P 2 sind die Vorlagen, die mit Natriumbisulfit beschickt werden. 
Sie sind untereinander und mit R durch fest angeschmolzene Glasréhren 
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verbunden, die zwischen V 1 und V 2 durch den Trennungsschliff 7 unter- 
brochen werden kénnen, so da8 der Apparat leichter transportabel wird 
(auch zwischen R und V1 ist die Anbringung eines Trennungsschliffes 
mdéglich). Die Vorlagen V 1 und V 2 sowie R sind mit den Aufsaétzen durch 
gut sitzende Schliffe verbunden und werden durch je zwei seitliche Federn 
zusammengehalten. Die Dichtung der Schliffe erfolgt bei V 1 und V 2 mit 
Hahnfett, wihrend am ReaktionsgefaB solches natiirlich nicht und an keinem 
Teile verwendet werden darf. Hier wird sie dadurch erreicht, daB der obere 
Rand des GefaiBes falzartig erweitert ist und Schwefelséure aufnehmen 
kann, die ganz ausgezeichnet abzudichten in der Lage ist, und deren Ein- 
dringen in das ReaktionsgefaB absolut nebensiachlich ist, da der Destillations- 





Abb, 1. 


prozeB sowieso in Gegenwart von Schwefelsdure vor sich geht. Das Reak- 
tionsgefaB steht in dem aus starkem Kupferblech gefertigten Olbad, welches 
Leinédl oder das iibliche ©] fiir Olbader enthalt. Die erste Vorlage (V 1) 
taucht in ein Wasserbad, worin sie durch kaltes Wasser geniigend gekiihlt 
wird. Es empfiehlt sich, den Apparat in einem gut geliifteten Abzug aufzu- 
stellen und an vier an Stativen befestigten wagerechten Stangen (St 1 bis 
St 4) aufzuhangen. So ist ein bequemes Arbeiten médglich, ohne daB ein 
Bruch der glasernen Teile zu befiirchten ware. Die Zufuhr der Luft erfolgt 
mit Hilfe einer kleinen Leitung aus Gummischlauch oder Glasrohr von dem 
nachsten Fenster aus, dessen hédlzerner Rahmen in einem entsprechenden 
Loch durchbohrt ist. Von V 2 fiihrt eine Verbindung zu einer gut saugenden 
Luftpumpe (Wasserstrahl- oder mechanische Pumpe). Bei Verwendung 
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eines glasernen Verteilerrohres mit vier Ansdtzen kénnen gleichzeitig sehr 
gut vier Apparate (fiir zwei Doppelbestimmungen) laufen. Doch muB8 der 
Luftstrom immer sehr gut sein, d. h. die Fliissigkeit in den Vorlagen muB 
sich stets in lebhafter Bewegung befinden. Da die Luftdurchsaugung immer 
eine gewisse Menge von Natriumbisulfit verbraucht, muB solches natiirlich 
reichlich vorgelegt werden. 

Die MaBe des Apparats sind: fiir die GefaBe R, Vl und V 2: 20 x 2,5em; 
Verbindungsglasréhren: 5mm lichte Weite; Offnung der Spitzen in den 
auf den Boden der GefaéBe reichenden Réhren: 3 mm; Abstand von R zu 
V 1: 30cm; von V1 zu V2: 15cm"). GréBe des Wasser- bzw. Olbades: 
20 x 10 x 15cm. Als sehr zweckméBig erwies es sich ferner, einen Thermo- 
regulator einzubauen, wodurch eine Wartung des Apparats wahrend der 
1 Stunde beanspruchenden Destillation véllig iiberfliissig wird. Auch haben 
wir den Eindruck, da8 die Kontrollen besser sind, wenn die Temperatur 
wahrend des Destillationsprozesses konstant geblieben war. — 

Der im vorstehenden beschriebene Apparat, dessen Vorziige Wegfall 
organischer Dichtungsmittel und Anwendung reiner Luft sind, eignet sich 
natiirlich auch sehr gut fiir Arbeiten mit einem Metallbad, das gegeniiber 
dem Olbad den Vorteil gréBerer Sauberkeit besitzt. Gegeniiber der De- 
stillationsmethode mit Kaliumpermanganat nach Fiirth-Charnas-Embden 
hat die Schwefelsiuremethode den nicht zu unterschaétzenden Vorzug, daB 
der DestillationsprozeB in etwa 1 Stunde véllig automatisch vor sich geht, 
und umstandliche Beaufsichtigung und peinlich genaues Zutropfen des 
Oxydationsmittels sich eriibrigen. Ubrigens gibt auch schon |Clausen der 
Schwefelsiuremethode den Vorzug. 

Uber Einzelheiten des technischen Arbeitens wird weiter unten unter 
»,Gesamtmethodik“ gesprochen werden. Vorher sollen nur noch eine Reihe 
von Vorpriifungen mitgeteilt werden, die nétig waren, ehe die Methode auf 
das Blut angewandt werden konnte. 


Leerbestimmungen. 


Wie bereits oben erwihnt, bedingt allein das Hindurchleiten von 
Luft durch die bisulfitenthaltende Vorlage einen ,,Luftleerwert“, 
d.h. es wird nach vélliger Beseitigung des Bisulfitiiberschusses und 
nachfolgender Alkelisierung eine gewisse Menge titrierbaren Bisulfits 
wieder frei. Dieser Luftleerwert blieb bestehen, auch als das Eindringen 
von Oldiinsten in'den Apparat mit Sicherheit auszuschlieBen war, und 
alle Versuche, ihn ganz auszuschalten, schlugen fehl, selbst vorheriges 
Durchleiten der Luft durch Bisulfitlisung und Kaliumpermanganat 
(um iiberschiissiges SO, zuriickzuhalten) brachte keinen Erfolg. Jedoch 
stellte es sich heraus, daB bei Verwendung von ,,Frischluft“ der Wert 
sehr klein und stets konstant war, ganz im Gegensatz zu den vor der 
Modifikation des Apparats erhaltenen Werten. Er betrug im Mittel 
aus 12 Versuchen 0,09 n/200 Jod, also etwa 3 Tropfen, wobei es ganz 
gleichgiiltig war, ob die Luft ohne oder mit Erhitzung auf 140°, ge- 


1) Der Apparat kann von der Firma Hormuth und Vetter, Heidelberg, 
HauptstraBe, bezogen werden. 
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waschen oder ungewaschen (durch Natriumbisulfit und Kaliumperman- 
ganat) verwendet wurde oder aus einer PreSluftbombe stammte. 
Der Wert erviedrigte sich iiberdies, als wir den Inhalt von V 1 und V2 
gemeinsam in einem Becherglas titrierten auf 0,06 n/200 Jod, 2 Tropfen 
(acht Versuche). 

Weitere Leerbestimmungen muBten ferner mit den Reagenzien 
angestellt werden. Sie ergaben folgendes: Sowohl Wasser wie Schwefel- 
saure als auch Wasser und Schwefelsaiure zusammen, bei 140° destilliert, 
ergaben den schon vorher festgestellten Wert von 0,06 n/200 Jod 
(zehn Versuche). 

Fiir die Verarbeitung von Blut war nun noch folgende Vorpriifung 
nétig: Wie Clausen betont, kénnen im Blute die Eiwei®kérper und vor 
allem der Blutzucker bisulfitbindende Substanzen bilden und dem- 
gem&iB Milchsiure vortéuschen. Das Eiweif wird entfernt, indem man 
es nach Folin-Wu mit Natriumwolframat und Schwefelsiure fillt. Die 
Entzuckerung erfolgt nach van Slyke und Palmer mit Kupfersulfat und 
Calciumhydroxyd. Zur Priifung auf ausreichende Entzuckerung und 
Reinheit der Reagenzien wurde eine lproz. Glucoselésung wie Blut 
verarbeitet, so daB dies nun entstandene Filtrat noch um zehnmal 
mehr Zucker enthielt wie ein gleiches, tatsichlich aus Blut stammendes 
Folin-Wu-Filtrat. In der unten niher beschriebenen Weise entzuckert, 
wurde es destilliert, und es ergaben sich folgende Werte (titriert mit 
n/500 Jod, umgerechnet in n/200 Jod, Inhalt von V 1 und V 2 in ein 
Becherglas vereinigt): 0,07, 0,065, 0,065, 0,06, 0,06, 0,06, 0,06, 0,07, 
0,07, 0,065. Der Leerwert fiir eine zehnmal stirkere Glucoselésung, 
einschlieBlich Leerwert fiir Natriumwolframat, Schwefelsiure, Kupfer- 
sulfat und Calciumhydroxyd, betragt also ebensoviel wie derjenige fiir Luft 
allein, im Mittel aus zehn Bestimmungen: 0,065 n/200 Jod. Ein Beweis 
fiir die ausreichende Entzuckerung und fiir die Reinheit der Reagenzien. 

Es ist demgemaB bei allen Titrationen ein definitiver Leerwert von 
0,06 n/200 Jod in Abzug zu bringen. 


Priifung des Apparats mit Lactatlésungen bekannten Gehalts, 


Um die Ausbeute und Leistung des Apparats zu priifen, wurde kauf- 
liches Lithiumlactat Kahlbaum im Exsikkator iiber Schwefelséure bei 
Zimmertemperatur getrocknet und 0,9604 g zur Bereitung einer n/10 Lésung 
in Wasser zu 100,0 gelést. In entsprechenden Verdiinnungen (n/1000, 
n/5000 und n/10000) destilliert, fanden wir eine durchschnittliche Ausbeute 
von 92 bis 95 Proz. Einige Versuchsreihen mégen als Beispiel dienen: 

Fiir 2cem n/1000: 0,83, 0,81, 0,81, 0,82, 0,81, 0,82, 0,80, 0,81, 0,79, 
0,81, 0,82, 0,80; im Mittel also 0,81 n/200 Jod. 

Oder fiir 10 cem n/5000: 0,81, 0,79, 0,80, 0,82, 0,84, 0,83, 0,82, 0,80; 
Mittel 0,82 n/200 Jod (alles einschlieBlich Leerwert). 

Die von uns erzielten Werte seien in einer kleinen Tabelle zusammen- 


gefaBt. 
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Tabelle I. 
Destillierte Tegnte Theoret. Gefunden Zabi der 
emg | me | eee | ery | tlereery | OO | Verwuche 
com mg 

n/ 1000 2 0,18 0,80 n/200 0,75 n/200 94 12 
n!' 5000 10 0,18 0,80 n/200 0,76 n/200 95 8 
n/10000 =—-10 0,09 LO n/500 | 0.93n/500 93 4 
n/10 000 5 0,045 0,5 n/500 | 0,46 n/500 92 q 


Beziiglich der von uns erzielten Ausbeute ist zu beriicksichtigen, daB 
das Kahlbaumsche Praparat, bei Zimmertemperatur getrocknet, etwa 3 Proz. 
Wasser enthalt') und auch wohl sonst nicht als absolut reines Praparat zu 
bezeichnen ist. Im Hinblick darauf, daB unsere Methodik inihren Grundziigen 
durchweg derjenigen von Clausen entspricht, der mit einem selbst dar- 
gestellten, sehr reinen Priparat 97 bis 98 Proz. Ausbeute fand, haben wir 
von komplizierten Reinigungsversuchen und Selbstdarstellung Abstand 
genommen und uns mit einer konstanten Ausbeute von 92 bis 95 Proz. 
begniigt. Fiir ein gutes Priparat diirfte sich wohl auch in unserer Modifi- 
kation der Apparatur der gleiche Wert wie der von Clausen gefundene 
erzielen lassen. 

DaB bei Zusatz von Lactatlésung zum Oxalatblut und durch die nach- 
trigliche EnteiweiBung und Entzuckerung keine zugesetzte Milchsdiure 
verlorengeht, konnten wir ebenfalls bestitigen. Als Beleg diene ein Versuch : 

Lactatlésung allein 0,29 n/200 Jod (Leerwert bereits abgezogen); 
Blut allein 0,37 n/200 Jod; Lactatlésung in gleicher Starke dem Blut zu- 
gesetzt: 0,73, 0,70, 0,66, 0,70; Mittel 0,70, theoretisch 0,66 n/200 Jod. 

Ferner ergab die Redestillation einer iiber 1 Stunde destillierten Lésung 
keine weitere Ausbeute mehr, so da8 wir auch hierin Clausen beistimmen 
kénnen, der den DestillationsprozeB nach 1 Stunde fiir beendet erklart. 


Nachdem alle Vorpriifungen in befriedigendem Sinne ausgefallen 
waren, gingen wir zur Bestimmung im Blute iiber. Die von uns dabei 
angewandte Methodik sei nun etwas ausfihrlicher geschildert, da eine 
Reihe kleiner Einzelheiten fiir die Erzielung guter Analysen von 
Wichtigkeit ist. 

Gesamtmethodik, 

Verzeichnis der erforderlichen Reagenzien: Natrium- oder Lithium- 
oxalat Kahlbaum; Natriumwolframat; n/1 Schwefelséiure; 5proz. Kupfer- 
sulfatlésung; Calciumhydroxyd Merck (in fester Form); Schwefelsdure, 
konzentriert, pro analysi; Iproz. Natriumbisulfitlésung; etwa n/5 Jod 
und genau n/200 Jod; Natriumbicarbonat, pro analysi, geséttigte Lésung; 
1 Proz. liésliche Starke in gesittigter NaCl-Lésung. 


Entnahme. 


Zur Bestimmung wird Oxalatblut verwendet, das aus der ungestauten 
Vene entnommen wird. Bei Saéuglingen bedient man sich mit Vorteil der 
Sinuspunktion, doch ist unbedingt darauf zu achten, daB die Kinder vorher 
nicht schreien oder sehr unruhig sind. Schreien wahrend der Dauer der 
Entnahme ist, soweit wir bemerken konnten, ohne EinfluB. 








1) Kuhn und Bauer, Hoppe-Seyler 141, 1924. 
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EnteiweiBung. 

Die EnteiweiBung geschieht unmittelbar, oder wenigstens bald nach 
der Entnahme, um Glykolyse zu verhindern, in der iiblichen Weise nach 
Folin-Wu, doch verwandten wir n/1 statt #/,;n Schwefelsaure. Verarbeitet 
werden 4ccm, oder wenn man die EnteiweiBung direkt in einem groBen 
Zentrifugenglase vornimmt, das mit Gummistépsel verschlossen ist, so 
geniigen auch schon 3ccm Oxalatblut. Hat man noch weniger Blut zur 
Verfiigung, so kann man sogar schon mit 1,5 ccm arbeiten; man erhalt 
dann allerdings nur 10 ccm Folin-Wu-Filtrat, und mu8 nun die Kon- 
trollen mit je 5ccm entzuckerten Filtrats + 5ccm Wasser ansetzen. Die 
Genauigkeit der Doppelbestimmungen bleibt bei geniigend groBer, im 
Blute zu destillierender Milchsiuremenge dann noch immer ausreichend. 
Man gebraucht zum Abmessen des Blutes und der Reagenzien zweck- 
maBigerweise entsprechend groBe Vollpipetten. Hat man zu groBe Mengen 
Oxalat verwendet, so kann die EnteiweiBung miBlingen. Die enteiweiBten 
Lésungen kénnen einige Zeit stehengelassen werden, ehe sie weiter ver- 
arbeitet werden. 


Entzuckerung. 


Nach der EnteiweiBung werden die Lésungen in groBen Zentrifugen- 
glasern (100 x 20mm) etwa 10 Minuten gut zentrifugiert, um geniigend 
Filtrat zu erhalten. Bei Verwendung von 3ccm muB langer zentrifugiert 
werden, sowie ein sehr kleines Filter benutzt werden. Dann wird von dem 
stets entstehenden Schaum abfiltriert und je 20 ccm klares Filtrat in einem 
groBen Zentrifugenglas mit 8cem 5proz. Kupfersulfatlésung und etwa 
0,7 g Calciumhydroxyd (mit einem Léffel abgemessen) versetzt und gut 
geschiittelt. Fiir eine ausreichende Entzuckerung ist es von gréBter Be- 
deutung, da8 geniigend Calciumhydroxyd zugesetzt wurde, d. h. so viel, 
daB die Lésung gegen Lackmus deutlich alkalisch ist. Auch empfiehlt es 
sich, das Filtrat vorher mit Sulfosalicylsiure auf Eiwei®freiheit zu priifen. 
Wir verarbeiteten die angesetzten Lésungen meist erst am naéchsten Tage. 
Doch ist nach van Slyke-Palmer die Entzuckerung bereits in 1 Stunde 
beendet, wenn man mehrfach schiittelt (eventuell Probe mit a-Naphthol!). 
Beziiglich der Haltbarkeit der mit Kupfersulfat und Calciumhydroxyd an- 
gesetzten Filtrate konnten wir feststellen, daB iiber 4 Wochen im Dunkeln 
und Eisschrank verstépselt aufgehobene Lésungen Resultate ergaben, die 
innerhalb der Fehlerbreite der Methode nur um ein geringes differierten. 


Destillation. 


Zur Destillation wird noch einmal kurz zentrifugiert und filtriert, und 
je 10ccm Filtrat in das Reaktionsgefé8 des Destillationsapparats abge- 
messen. Dann wird der Apparat zusammengesetzt, wobei darauf zu achten 
ist, daB die Schliffe bereits vorher mit etwas Schwefelséiure angefeuchtet 
sein miissen. In den Falz des oberen Glasrandes kommt eine kleine Menge 
Schwefelsdure und 10 ccm davon kommen inden Trichter. Die Vorlagen werden 
mit etwa 10 ccm 1lproz. Natriumbisulfitlésung beschickt und V 1 durch 
das Wasserbad gekiihlt. Nun wird die Luftpumpe in Betrieb gesetzt, durch 
Offnen der Hahne die Schwefelsiure in das ReaktionsgefaiB hineingelassen, 
zuletzt das Olbad in Gang gebracht. Auf diese Weise wird verhindert, 
daB schon kleine, bei Erwarmung der Filtrate durch die starke Schwefel- 
siure frei werdende Aldehydmengen verlorengehen. Die Temperatur des 
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Olbades soll wihrend des ganzen Vorganges 148 bis 150° betragen, da bei 
dieser AuBentemperatur die Innentemperatur des ReaktionsgefaiBes etwa 
140° ist. Nach 1 bis 1'/, Stunden ist die Destillation beendet, der Luft- 
strom wird abgestellt, der Inhalt derVorlagen in entsprechende Bechergliaser 
quantitativ tibergefiihrt, wobei Vorlage 1 und Vorlage 2 eines jeden 
Apparats in einem Becherglas vereinigt werden. 

Einer besonderen Wartung bedarf der Apparat nicht, besonders wenn 
ein Thermoregulator eingebaut ist. Es empfiehlt sich jedoch, nach 4, Stunde 
einmal kurz den Luftstrom zu unterbrechen, damit etwa in den Kiihler- 
kugeln haftendes Wasser wieder in das Reaktionsgefai8 zuriickfallen kann. 
Zur neuerlichen Destillation muB8 die im ReaktionsgefaB verbliebene, und 
bei EiweiBfreiheit ganz klare, sonst aber getriibte Schwefelséure entfernt 
werden ; beim Ausspiilen der Glaser ist peinlich darauf zu achten, daB kein 
Ol ins Innere des ReaktionsgefaéBes gelangt. 


Titration. 

Bei der Titration wird zuerst alles iiberschiissige Bisulfit mit Starke 
als Indikator durch etwa n/5 Jod beseitigt, kurz vor dem Umschlag jedoch 
mit n/200 Jod auf einen ganz zarten Endpunkt hin titriert. Hat man iiber- 
titriert, so setzt man tropfenweise wieder Bisulfitlésung zu und titriert 
dann noch einmal mit n/200 Jod. Es ist sehr wichtig, da® dieser ,,erste 
Endpunkt“ nicht zu stark ist, da alles zu viel zugesetzte Jod natiirlich die 
zweite Titration beeinfluBt'!). Nun wird gesattigte Natriumbicarbonatlésung 
zugesetzt, so viel, daB die Lésung gegen Lackmus deutlich alkalisch wird, 
und nunmehr das vorher an den Aldehyd gebunden gewesene, durch die 
Alkalisierung in Freiheit gesetzte Bisulfit bestimmt. Der ,,zweite Endpunkt“ 
ist nicht ganz konstant, besonders wenn nur schwach alkalisiert wurde. 
Deshalb mu8 wahrend der Titration gut geschiittelt werden, und gilt diese 
als beendet, wenn die blaue Jodstarkefarbe 1 Minute lang konstant blieb. 
Bei sorgfaltigem Titrieren und auch sonst guter Technik schwanken die 
Kontrollen héchstens um + 5 Proz. Es empfiehlt sich dringend, nicht bei 
kiinstlicher Beleuchtung zu titrieren. 


Berechnung. 


Die Berechnung erfolgt, indem 40 ccm n/200 Jod 9mg Milchséure 
entsprechen, unter Beriicksichtigung der stattgefundenen Verdiinnungen. 
Z. B.: Verbraucht 0,46 — Leerwert = 0,40n/200 Jod fiir 10ccem ent- 
zuckertes Folin-Wu-Filtrat. Da 10 ccm Folin-Wu-Filtrat (= 1 ccm Blut) mit 
4 ccm Kupfersulfatlésung zwecks Entzuckerung versetzt wurden, so wiirden 


0,4.14 


fiir leem Blut — = 0,56 ccm n/200 Jod anzusetzen sein. In Milch- 


10 
: ae = 0,126 mg oder fiir 100 ccm 





séure ausgedriickt, sind 0,56ccm Jod 


12,6 mg-Proz. 

Zur bequemeren Berechnung haben wir eine Tabelle aufgestellt, die fiir 
die verbrauchte Menge n/200 Jod den Milchséiurewert in Milligramm- 
prozent unmittelbar abzulesen gestattet, wenn 10ccm entzuckertes Folin- 
Wu-Filtrat destilliert wurden. Der Leerwert ist vorher abzuziehen. 


1) Die bis hierher verbrauchte absolute Jodmenge ist fiir die Berechnung 
irrelevant. 
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Tabelle IT. 





Milchsaurewerte in mg-Proz. fiir ccm n)200 Jod 





Hundertstel] ccm 


0 1 ® | 4 Ae eos 7 s 9 





0,0 00; 03) 06/ 09 12! 16/ 19 22) 25) 28 
0,1 31; 36) 39|) 42) 44/| 47 | 50) 54) 57) 60 
0,2 63; 66) 69| 72); 75 | 79| 82) 85 | 88 9) 
0,3 94) 97) 101) 104 107 | 110 | 113 | 117. 120 | 123 


04 | 126| 129 | 132/135 139 | 142 | 145 148 151 | 155 
05 158 161 164) 16.7 170 | 173 | 176 | 180 183) 186 
06 | 189) 192) 195 | 198 | 202 | 205 | 208 211 214 = 21,7 
0,7 | 221 | 224) 227) 230 | 233 | 236 | 239 | 243 | 246 | 249 
08 | 252| 255 258 | 261 | 265 | 267 | 27,1 | 27,4 | 27,7 | 280 
0,9 | 283] 287) 290 | 293 | 296 | 299 | 302 306 309 312 


Werte. 
Die von uns mit der Methode erhobenen Werte betragen fiir Erwachsene 
6,3 bis 11,8 mg-Proz. Sie stimmen also gut mit den von anderen Autoren '*) 
mit Hilfe der Makromethoden gewonnenen Werte iiberein. Uber Milchsaure- 
bestimmungen im Séuglingsalter soll spaéter an Hand ausfiihrlicher, auf 
breiter Grundlage angestellter Untersuchungen berichtet werden. 


Zusammenfassung. 
1. Im vorstehenden wird eine Modifikation der Clausenschen 
Milchsiuremethode beschrieben und auf verschiedene mégliche Fehler- 


quellen dieser Methode und ihre Beseitigung hingewiesen. 
2. Die Empfindlichkeit der Methode betrigt 92 bis 95 Proz. (kauf- 


liches Lithiumlactat). Bei 0,045 mg Milchsiure werden noch 92 Proz. 


zuriickgefunden. 
3. Fiir eine Doppelbestimmung im Blute geniigen 3 ccm, aber auch 


schon 1,5 cem Oxalatblut. 


1) Schumacher, Klin. Wochenschr. 1926, S. 499; Valentin, Miinch. med. 
Wochenschr. 1925, 8S. 86. 

















Uber die Methodik 
der 6-Oxybuttersiurebestimmung in Leber und Muskeln. 


Von 
J. Snapper und A, Griinbaum. 


(Aus dem Laboratorium fiir allgemeine Pathologie der Universitat 


Amsterdam.) 
(Eingegangen am 14. Juni 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. . 


Fiir die Bestimmung der £-Oxybuttersiure im Blute verfiigen wir 


iiber zwei ausgezeichnete Methoden, nimlich tiber diejenige von van 
Slyke (1) und iiber das Verfahren von Engfeldt (2). 


Bei der Methode von van Slyke wird das Blut enteiweiBt durch Zusatz 


von HgS0O,: im eiweiBfreien Filtrat wird durch Kochen mit Schwefelséiure 
und Hg SO, das Aceton als Hg-haltige Verbindung gefallt und gravimetrisch 
bestimmt. Nach Abfiltrieren dieser Fallung wird wieder aufgekocht und 
beim Anfang des Kochens Kaliumbichromat zugesetzt. Hierbei entsteht 
aus der £-Oxybuttersiiure Aceton, das von dem in der Fliissigkeit vor- 
handenen HgSO, und Chromsulfat gefallt und als kristallinische chrom- 
und Hg-haltige Verbindung gewogen wird. 


Bei der Methode von Engfeldt wird das Blut enteiwei8t durch Zusatz 


von NH, und basischem Bleiacetat. Das eiwei®freie Filtrat wird mit 
Schwefelsaure und Bichromat nach Shaffer oxydiert, wodurch wieder aus 
der £-Oxybutterséure Aceton entsteht. Im Destillat wird das entstandene 
Aceton jodometrisch bestimmt. 


1. Die Nachteile der beiden Methoden sind: Vorbereitung des Blutes. 


Diese ist nach der Engfeldtschen Methode besser als nach der van Slykeschen. 
Bei der van Slykeschen Methode werden durch das Hg SO, nur die Eiweib- 
kérper gefallt, die anderen Substanzen, speziell die Kohlehydrate, bleiben 
aber im Filtrat anwesend. Bei der Engfeldtschen Methode werden durch 
die Bearbeitung mit NH, und Bleiacetat sowohl EiweiB wie Kohlehydrate 
gefallt. Diese Entfernung der Kohlehydrate ist auBerst wichtig, weil aus 
Glucose durch Oxydation mit Bichromat und Schwefelséiure jodbindende 
Substanzen entstehen, Substanzen, die tibrigens auch die van Slykesche 


Fallung beeinflussen kénnen. Der Glucosegehalt des normalen Blutes ist 


* 
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aber so niedrig, daB die van Slykesche Methode hierdurch nicht gestért 
wird, wenn sie nur beim Blute angewendet wird. Bei glykogenhaltigen 
Organen, wie Muskeln und Leber, ist die Entfernung der Kohlehydrate 
vor der Oxydation mit Kaliumbichromat absolut erforderlich. 

2. Nach dem Fallen bleibt in den enteiweiBten Filtraten die Milchsaure 
anwesend. Bei der Oxydation mit Bichromat wird die Milchsaure, jedenfalls 
teilweise, zu Acetaldehyd umgesetzt (3). Diese Substanz ist imstande, Jod 
zu binden und gibt auch bei der van Slykeschen Methode, d. h. bei Kochen 
mit HgSO,, eine Faillung. 

Deshalb ist weder die van Slykesche Methode noch die Engfeldtsche 
Methode der $-Oxybutterséiurebestimmung bei der Untersuchung von 
Muskeln oder Leber zu benutzen, ohne eingreifende Modifikationen. 

Eine sehr gute Methode ist von Marriott (4) [und zu gleicher Zeit von 
Sassa (5)] angegeben. 

Dieser Untersucher hat das Blut bzw.die fein gemahlenen Organe nach 
Ansiuern mit Eisessig erst destilliert, wodurch Aceton und Diacetsaure 
entfernt werden. Der Kolbeninhalt wird dann neutralisiert mit Na,CO,, 
aufgekocht und filtriert und das Filtrat mit NH, und basischem Bleiacetat 
enteiweiBt, wodurch zu gleicher Zeit die Kohlehydrate entfernt werden. 
Das eiweiB- und kohlehydratfreie Filtrat wird dann mit Kaliumbichromat 
und Schwefelséure oxydiert. Das Destillat, das sowohl Aceton wie Acet- 
aldehyd enthalt, wird redestilliert mit H,O, und Lauge. Hierdurch wird 
Acetaldehyd vernichtet, das Aceton aber bleibt unverindert, so daB bei 
der Redestillation nur das Aceton iibergeht. In diesem Redestillat wird 
das Aceton dann jodometrisch bestimmt. 

Diese Methode ist prinzipiell richtig. Fehler kénnen aber durch die 
Jodtitration des letzten Redestillats entstehen, nachdem das H,O, den 
Acetaldehyd vernichtet hat. Schon verschiedentlich ist darauf hingewiesen, 
daB man éuBerst vorsichtig sein muB, damit bei dieser Redestillation mit 
dem Aceton kein H,O, iiberdestilliert wird; H,O, beeinfluBt die Jod- 
titration, es kann den Jodverbrauch sowohl vergréBern als verringern (6). 
Wir sind, obgleich wir die allergr6éBte Vorsicht bei dieser Operation aus- 
geiibt haben, oft Schwierigkeiten hierbei begegnet. Wir haben bekannte 
Mengen Aceton erst mit H,O, und Lauge gekocht, dann Fehlingsche Lésung 
zugesetzt (7), um die letzten Spuren Acetaldehyd zu vernichten und zu 
gleicher Zeit das H,O, zu binden. Nach der Redestillation haben wir sehr 
oft gute, aber doch von Zeit zu Zeit wechselnde Resultate bei der Jod- 
titration erhalten. Diese Schwierigkeiten kénnen iiberwunden werden, es 
kommt aber noch etwas dazu. Wir brauchten die Methode der f-Oxy- 
buttersdurebestimmung fiir Organe, die mit verschiedenen Substanzen 
durchstrémt waren. Eben hierbei entstehen sehr viele schwer mit H,O, 
zu oxydierende jodbindende Stoffe. Sehr oft haben wir folgendes beobachtet. 
Nach EnteiweiBung des Muskelbreies, Entfernung der Kohlehydrate, 
Oxydation des Filtrats mit Bichromat, Redestillation mit H,O, und Lauge 
und Fehling, haben wir das definitive Destillat in drei Teile geteilt. In 
einem Teile wurde mit Jod titriert und ergab sich erhebliche Jodbindung. 
Der zweite Teil wurde nach van Slyke mit H, SO, und Hg SO, gekocht; keine 
Fallung. Im dritten Teile wurde die sehr empfindliche Trommersche Aceton- 
reaktion ausgefiihrt; negativ. Hieraus ergab sich, daB selbst nach guter 
Vorbereitung des Organbreies und nach Reinigung des Destillats nach der 
Bichromatoxydation dennoch jodbindende Stoffe iibriggeblieben waren, 
die nicht mit Aceton identifiziert werden konnten. Wir haben deshalb auf 
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die jodemetrische Titration des Acetons, bei der Shafjerschen Oxydation 
entstanden, verzichtet. Am Ende hat auch Marriott die Jodtitration in 
diesem Falle aufgegeben und diese Bestimmung auf nephelometrischem 
Wege mit dem Scott-Wilsonschen Reagens ausgefiilirt. 


Eigene Methode. 


Die EnteiweiBung haben wir oft nach Marriott vorgenommen, 
wobei wir dann immer vorsichtshalber das Filtrat nach Blei- und 
NH,-Zusatz noch extra mit Kupfersulfat und Ca(OH), behandelt 
haben, um die letzten Reste Kohlehydrat zu entfernen. Wir haben 
aber den Eindruck, daB fiir die Bestimmung der $8-Oxybuttersiure in 
den Organbreien die EnteiweiBung nach Folin und Wu mit Wolframat 
und H,SO,, gefolgt von der Entfernung der Kohlehydrate mit CuSO, 
und Ca(OH),, bessere und konstantere Resultate gibt als die Marriott. 
sche Methode!). Man kann hier also die Prinzipien anwenden, welche 
von Clausen (8), Hirsch-Kauffmann (9) u. a. fiir die Milchsiiurebestim- 
mungen im Blute ausgearbeitet sind. 

Fiir die Oxydation der Filtrate, ungeachtet, ob sie nach der so- 
genannten Marriottschen oder Folin-Wuschen Methode erhalten waren, 
‘haben wir uns an die Engfeldtschen Aufgaben und Regeln gehalten, 
weil von diesem Untersucher die Bichromatoxydation auf so aus- 
gezeichnete Weise ausgearbeitet ist. 

Das Destillat, nach der Oxydation mit Bichromat erhalten, wurde 
mit H,O, und Lauge behandelt, dann nochmals nach Zusatz von 
Fehlingscher Lésung gekocht und dann redestilliert. In diesem Re- 
destillat haben wir das Aceton nicht jodometrisch bestimmt, sondern 
durch Kochen mit Schwefelsiure und HgSO, nach van Slyke das 
Aceton gefallt und gravimetrisch bestimmt. Diese gravimetrische 
Bestimmung wird nicht von Spuren H,O, und wenig von den stérenden 
jodbindenden Stoffen beeinfluBt. 


Endlich mu®B man bedeaken, daB zu kleine Mengen Aceton beirh 
Kochen mit H,O, und Lauge angegriffen werden kénnen (10). Wenn 
also ganz kleine Mengen $-Oxybuttersiure anwesend sind, muf man 


1) Fiir die Bestimmung von Aceton und Diacetséure ist aber die direkte 
Destillation des Organbreies nach Zusatz von Essigsaure die beste Methode. 
Hierfiir wird am besten die Methode der Dampfdestillation angewandt, um 
dem Verbrennen des Organbreies vorzubeugen. Jedenfalls haben wir 
hiermit konstantere Resultate bekommen, als wenn wir vorher den Organ- 
brei auf irgend eine Weise enteiweiBt hatten. 

Das Destillat vom angeséuerten Organbrei muB wieder erst mit H,O, 
und Lauge, nachher mit Fehlingscher Lésung gekocht und redestilliert 
werden, wonach der Acetongehalt des Redestillats durch Kochen mit H, SO, 
und HgS0QO,, eventuell durch Jodtitration, ermittelt wird. 
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dem Destillat, das bei der Oxydation mit Bichromat erhalten wird, 
eine bekannte Menge Aceton (4 bis 5mg) zusetzen, bevor man zur 
Redestillation mit H,O, und Lauge oder mit Fehlingscher Lésung 
schreitet. Von dem Gewicht der endgiiltigen van Slykeschen Fallung 
mu natiirlich die Fallung, verursacht vom zugegebenen Aceton, ab- 
gezogen werden. 

Die genaue Methode fiir die #£-Oxybuttersiurebestimmung in 
Muskeln und Leber ist dann folgende: 


50g Leber- oder Muskelbrei werden mit 400g Wasser und 50 ccm 
2’, n H,SO, versetzt und in einem Literkolben waihrend mehrerer Stunden 
stehengelassen. Dann werden 50 ccm 10proz. Natriumwolframat zugesetzt 
und geschiittelt. Auffiillen mit Wasser auf 1 Liter. Nach einigen Stunden 
Stehens wird filtriert und 750 cem des wasserklaren, eiweiBfreien Filtrats 
mit 40cem 1l0proz. CuSO, und 100 cem 20proz. Kalkmilch versetzt; 
dann wird auf | Liter aufgefiillt und in einem Erlenmeyerkolben wahrend 
1, Stunde stehengelassen (von Zeit zu Zeit durchschiitteln). Bei der Fil- 
tration bekommt man ein klares, eventuell leicht blaugefirbtes Filtrat. 

750 600 
Hiervon werden 600 ccm (die den #-Oxybutterséuregehalt von 
L000 L000 
50 = 22,5 g¢ Organbrei enthalten) mit 17 cem 95proz. H, SQ, (S.-G. 1,84) 
versetzt und 10 Minuten destilliert, um Aceton und Diacetsaéure zu ent- 
fernen. Dieses Destillat wird verworfen'). Nach dieser Destillation werden 
durch einen Scheidetrichter zu der kochenden Fliissigkeit auf einmal 50 ccm 
Kaliumbichromat (50g K,Cr,0,, 950cem Aqua dest., 56cem 95proz. 
H,SO,) zugesetzt (Flamme einen Augenblick wegnehmen) und jetzt 25 Mi- 
nuten stark gekocht*). Das neue Destillat enthalt das Aceton, das durch 
Oxydation der 8-Oxybutterséure entstanden ist. Wie Engfeldi nachgewiesen 
hat, ist diese Oxydation nicht vollstandig. Wenn man sich aber an die 
hier befolgten Engfeldtschen Regeln halt, ist man sicher, da8 immer etwa 
70 Proz. der 8-Oxybuttersaure als Aceton iibergehen. Dieses Destillat mu8 
nun weiter verarbeitet werden. 

Hierzu werden zum Destillat 10cem 10proz. NaOH, 20 cem 3proz. 
H,O, (chemisch reines Perhydrol Merck ohne Konservierungsmittel) und 
etwas Talkum®*) zugesetzt. Dann wird der Kolben an den aufsteigenden 

* 

') Weil es gewéhnkich niedrigere Zahlen fiir Aceton und Diacetsaéure 
gab, als, bei der direkten Destillation des angesdiuerten Blutes oder Organ- 
breies erhalten wurden. 

2) Siehe Destillationsapparat Engjfeldt, Zeitschr. f. phys. Chem. 99, 
221, 1917. Nur haben wir fiir die Verbindung zwischen Destillationskolben, 
Scheidetrichter und Kiihler keine Korken oder Gummistopfen, sondern 
Schleifstiicke benutzt. Manchmal haben wir nicht 600ccem, sondern 
900 ccm Filtrat fiir die Oxydation mit Bicarbonat-Schwefelséure  ge- 
nommen. Dazu haben wir dann einen Destillationskolben von 11, Liter 
benutzt und 144mal gréBere Mengen von Schwefelsiure bzw. Bichromat- 
lésung zugesetzt. 

3) Wenn nur kleine Mengen Aceton vorhanden sind, werden zu gleicher 
Zeit 20cem einer 0,02proz. Acetonlésung zugesetzt, um Acetonverluste 
bei der Oxydation des Acetaldehyds mittels H,O, vorzubeugen. 
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Kiihler des etwas modifizierten!) Doppeldestillationsapparats nach Embden 
und Baldes (11) angeschlossen; am absteigenden Kiihler ist ein leerer Erlen- 
meyer (600 cem) als Vorlage befestigt. Von der AuBenluft ist die Vorlage 
durch ein Peligotrohr mit Wasser abgetrennt. Jetzt wird 20 Minuten mit 
kleiner Flamme erwarmt, wahrend die beiden Kiihler mit kaltem Wasser 





Abb. 1. 


durchstrémt werden. Hierbei entwickelt sich reichlich Sauerstoff. Dann 
wird wahrend 20 Minuten schwach gekocht. Jetzt 14Bt man durch den 
Scheidetrichter eine Lésung zuflieBen, die aus 20cem Fehling I, LO cem 
Fehling II und 10 ccm Seignettesalz (346g pro ‘Liter) zusammengesetzt 
ist. Der aufsteigende Kiihler wird dann auBer Betrieb gestellt und nun 
wird wahrend 15 Minuten iiberdestilliert. Das Destillat wird mit der Fliissig- 
keit aus dem Peligotrohr vereinigt, dann mit 10 cem 50proz. H,SO, und 


1) Unser Apparat unterscheidet sich in drei Details von dem Embden- 
Baldesschen. 1. Die zwei Kiihler sind nicht durch ein Schleifstiick oder 
einen Gummistopfen miteinander verbunden, sondern aus einem Stiick 
Glas geblasen. 2. Weil wir waihrend der Operation Fliissigkeit zuflieBen 
lassen, haben wir beiderseits einen Trichter mit Hahn angebracht, der in 
den Destillationskolben bzw. in den Rezipienten einmiindet. 3. Bei der 
Destillation wird der Rezipient von der AuBenluft abgeschlossen mittels 
eines Peligotrohres, das durch einen Stopfen im Scheidetrichter befestigt 
wird. Durch die Abbildung werden diese Details verdeutlicht. 
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35cem 10proz. Hg SO, versetzt, wonach am gewoéhnlichen RiickfluBkiihler 
nach van Slyke 45 Minuten schwach gekocht wird. Der in dieser Zeit gebildete 
Niederschlag wird durch einen gewogenen Gooch-Tiegel abfiltriert, bis zum 
konstanten Gewicht bei 105 bis 110° getrocknet und nach Abkiihlen im 
Exsikkator gewogen. 

Um die Methode zu priifen, wurden folgende blinde Versuche 
angestellt : 

Erst haben wir uns von der Richtigkeit der Engfeldtschen Angabe 
iiberzeugt, daB beim Innehalten der von ihm angegebenen Fiirsorgen 
tatsichlich 70 Proz. der anwesenden f-Oxybuttersiiure durch die 
Bichromatoxydation in Aceton tibergefiihrt werden. Dann untersuchten 
wir, ob bei der Vernichtung des Acetaldehyds im Doppeldestillations- 
apparat von Embden und Baldes mittels H,O, und Lauge und Fehling- 
scher Lésung kein Aceton verlorengeht. Auch dieses war nicht der 
Fall. Von den vielen Kontrollversuchen geben wir nur ein Beispiel. 


10cem einer Lésung des chemisch reinen Zink-Calciumsalzes der 
B-Oxybuttersiure werden mit 20 cem 20proz. CuSO, und 100 cem Ca(OH), 
versetzt. Auffiillen auf 500ccem. Filtrieren. 350 cem Filtrat und 250 cem 
Aqua dest. mit 17 cem 95 proz. H, SO, werden wihrend 10 Minuten destilliert. 
Destillat verworfen. Zusatz von Bichromatlésung nach Engfeldt, 25 Minuten 
kochen. Dieses Destillat wird im Embden-Baldes-Apparat mit NaOH und 
H,O, und Fehling behandelt, das Redestillat nach van Slyke mit H,SO, 
und HgS0O, gekocht. Es entstand eine Fallung von 44,1 mg. 
Weil nur 350ccem Filtrat verarbeitet waren, wurde also der /-Oxybutter- 
350 
siuregehalt von 00 ° 10, also 7cem Zink-Ca-Lésung bestimmt. 
o 
10 cem der Zink-Ca-Lésung, direkt nach van Slyke bestimmt, gaben 
eine Fallung von 63,5 mg. 
Es miiBten theoretisch also im obenstehenden Versuch 7 y x 63,5, also 
44.4mg Fallung gefunden werden. Tatsadchlich wurden 44,1 mg bestimmt. 


Dann kam die Frage, ob bei der EnteiweiBung nach Folin und Wu 
und nachfolgender Behandlung mit Kupfer und Kalk keine Adsorption 
der £-Oxybuttersiure zu befiirchten war. 


Es wurden vier Portionen Leberbrei, a 50 g, abgewogen. 

Zu zwei Portionen (a, b) wurden 20 cem einer schwachen p-Oxybutter- 
siurelésung (+ 2,2mg $-Oxybutterséure) zugesetzt, dann mit Natrium- 
wolframat und H,SO, enteiweiBt, CuSO, und Ca(OH), zugesetzt, mit 
Bichromat oxydiert und das Destillat weiter verarbeitet. 


Zwei andere Portionen (c, d), & 50g, Leberbrei, wurden ohne Zusatz 
von f-Oxybuttersiure enteiweiBt und mit CuSO, und Ca(OH), behandelt. 
Dann wurden vor der Oxydation mit Bichromat aquivalente Mengen 
8-Oxybuttersiiure (9cem) zugesetzt und weiter wie in den ersten zwei 
Portionen verfahren. Aus diesem Versuch muB8 sich ergeben, ob man bei 
der Fallung mit Wolframat und H, SO, und bei der Behandlung mit CuSO, 
und Ca(OH), Verluste zu befiirchten hat. 
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Versuch 1. 


50g Leberbrei und 20 cem £-Oxybutterséurelésung Fallung 
Dasselbe ‘+ & ek + Ble ole ue ee oe ee 
50 g¢ Leberbrei, enteiweibt, 9ccm ~-Oxybuttersdure- 

lésung vor der Bichromatoxydation zugesetzt 
Dasselbe . 


Versuch 2. 
50g Leberbrei und 20 ccm £-Oxybuttersiurelésung Fallung 
Dasselbe . , + +6 8 2S ee ee ee eo 
50g Leberbrei, enteiweiBt, 9ccem £-Oxybuttersaéure- 
lésung vor der Bichromatoxydation zugesetzt 
Dasselbe . 


Versuch 3. 
50g Leberbrei und 20 cem £-Oxybuttersaurelésung Fallung 
Dasselbe . Terr ew a Se ee 
50g Leberbrei, enteiweibt, 9ccem f-Oxybuttersaure- 
lésung vor der Bichromatoxydation zugesetzt 
Dasselbe . 


Versuch 4. 


50g Leberbrei und 20 cem #-Oxybuttersadurelésung Fallung 





36% 


128, 


131, 


me 


to «1 


130.5 
132.0 


120.5 


ng 


= 


117.4 


120.7 


100.4 meg 
108.4 


104,25 ,, 
101.7 


114.0 mg 


Dasselbe . Tr ee ee ee ee 116.8 ,, 
50 ¢ Leberbrei, enteiweibt, 9cem f-Oxybuttersaure- 
lésung vor der Bichromatoxydation zugesetzt 120.8 ,, 
Dasselbe . 120.4 
Dieselben Versuche wie mit Leberbrei haben wir auch mit Muskelbrei 


angestellt. 


Versuch 1. 


20cem £-Oxybuttersiurelésung Fallung 


50 g¢ Muskelbrei und 

SR ae ak: eat a ee ee ee 

50g Muskelbrei, enteiweiBt, 9cem f-Oxybuttersaure- 
lésung vor der Bichromatoxydation zugesetzt . 


Dasselbe 


Versuch 2. 
50g Muskelbrei und 20cem £-Oxybuttersiiurelésung Fallung 
Dasselbe . a ae wer ag a a eee eee 
50 ¢@ Muskelbrei, enteiweiBt, 9ccm £-Oxybuttersdure- 
lésung vor der Bichromatoxydation zugesetzt 
Dasselbe . 
Versuch 3. 
50¢ Muskelbrei und 20cem £-Oxybuttersdéurelésung Fiallung 
Dasselbe . a ar ee ee ae eo ee ee ae ee ee 
50g Muskelbrei, entei2ibt, 9cem f-Oxybutterséure- 
lésung vor der Bichromatoxydation zugesetzt 


Dassetbe . 


‘9? 


88,2 mg 
0.4 


91,7 


90.3 


87.4 


00.7 


mw 


S80 
90.4 


92,2 mg 
92.3 


)S1.9 
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Versuch 4. 
50g Muskelbrei und 20cem £-Oxybutterséurelésung Fallung 104.9 mg 
es er ae ee ee ee ee ae ee = 102.4 


50g Muskelbroi, enteiweiBbt, 9cem f-Oxybuttersaure- 


lésung vor der Bichromatoxydation zugesetzt . . - 106.1 a 
OO eS ee ee ne ee eae fo i 102.4 
I Pater nte |e he) er te ee ee ale WS - 110.3 


Auch beim Blute gibt diese Methode ausgezeichnete Resultate. 
Wegen Platzmangel unterlassen wir die Beleganalysen. Inzwischen 
sei ausdriicklich betont, daB man fiir die B-Oxybuttersiurebestimmung 
im Blute mit der unmodifizierten Methode von van Slyke und besonders 
mit der Methode von Engfeldt ausgezeichnete Resultate bekommt. 


Beispiel der Berechnung: 


50g Schafsleberbrei bei der EnteiweiBung nach Folin und Wu mit 
Wasser auf 1 Liter aufgefiillt. 750cem Filtrat mit CuSO, und Ca(OH), 
auf | Liter aufgefiillt. 600 cem Filtrat zur Bichromatoxydation verwendet. 
Zum Destillat vor der Redestillation mit H,O, 20cem einer 0,02 proz. 
Acetonlésung zugesetzt. Fallung bei der endgiiltigen van-Slyke-Analyse 
98,1 mg. 
Diese Fallung stammt auBer von den zugesetzten 4mg Aceton auch 
von dem Aceton, das bei der Oxydation der 8-Oxybuttersaure, vorhanden 
750 600 


in 50 22.5g¢ Leberbrei, entstanden ist. 
1000 10 


Bei der Methode von van Slyke bekommt man eine Fillung, die 

20 mal gréBer ist als die zu bestimmende Menge Aceton. Die zugesetzten 

4 mg Aceton geben 80 mg Fillung. Bei der Oxydation der 8-Oxybutter- 
98,1 — 80 18.1 

siure, enthalten in 22,5g Leberbrei, entstehen also on on 

Aceton. Bei der Engfeldtschen Oxydation entsteht nur eine Aceton- 

ausbeute von 70 Proz. In 22,5g Leberbrei ist also so viel B-Oxybutter- 


18,1 10 
siure vorhanden, als iibereinstimmt mit ay X > mB Aceton, d. h. um- 
- ‘ 
104 18,1 10 
gerechnet nach den Molekulargewichten, — » < = 2.31 mg 
os 20 ‘ 
OO 


B-Oxybuttersaure ; pro Kilogramm Leber also =5— x 2,31 mg = 102mg 


-— 


B-Oxybuttersaure. 


Wenn die hier angefiihrten Zahlen und Verhiltnisse beibehalten 
werden, kann man einfach die Zahl der Milligramme, bei der endgiiltigen 
van-Slyke-Fallung entstanden, dividieren durch 0,18; man bekommt 
dann ungefaihr den 8-Oxybuttersiuregehalt pro Kilogramm Organbrei. 
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Zusammenfassung. 

Es wird eine Methode der 8-Oxybuttersiurebestimmung in Leber 
und Muskeln angegeben, wobei nach EnteiweiBung mit Wolframat und 
Schwefelsiure die Kohlehydrate mit CuSO, und Ca(OH), entfernt 
werden. Oxydation der 8-Oxybuttersiure mit Bichromat nach Shaffer- 
Engfeldt, Reinigung des gebildeten Acetons durch Redestillation mit 
NaOH, H,O, und Fehlingscher Lisung. Hiernach gravimetrische 
Bestimmung des gebildeten Acetons als Hg-Salz nach van Slyke. 

Die gewoéhnliche Jodtitration des Acetons wird hierbei also ver- 
mieden, ein Vorteil, der besonders bei den £-Oxybuttersiurebestim- 
mungen in Leber- und Muskelbrei schwer wiegt, weil aus den Bestand- 
teilen dieser Organe bei der Bichromatoxydation viele, schwer mit 
H,0O, zu zerstérende, jodbindende Stoffe gebildet werden. 

Weder bei der EnteiweiBung mit Wolframat und H,SO, noch 
beim Zusatz von Kupfer und Kalk wird #-Oxybuttersiure an die 
Fallung adsorbiert. 

Wohl muB man bedenken, daB die Bichromatoxydation nach 
Engfeldt nur ungefaihr 70 Proz. der B-Oxybuttersaure in Aceton umsetzt. 
Dazu kommt, daB man bei der Fallung des Acetons als Hg-Salz nach 
van Slyke zwar gewohnlich das 20fache Gewicht des Acetons erhilt, 
aber auch hier sind kleine Schwankungen méglich. 

Wenn auch die hier angegebene Methode die Unsicherheiten der 
gewohnlichen £-Oxybuttersiurebestimmungen umgeht, so kénnen 
dennoch Schwankungen von 5 bis 10 Proz. in den Resultaten gelegentlich 
vorkommen. 
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Uber den f-Oxybuttersiuregehalt von Muskeln und Leber. 


Von 
J. Snapper und A, Griinbaum. 


(Aus dem Laboratorium fiir allgemeine Pathologie der Universitat 
Amsterdam.) 


(Eingegangen am 14. Juni 1926.) 


Wir verfiigen iiber verschiedene Angaben iiber den Gehalt der 
Organe des normalen tierischen Organismus an Ketokérpern. Diese 
Zahlen sind auf verschiedene Weise gewonnen. Was die B-Oxybutter- 
siure angeht, mu8 man in erster Linie die Magnus-Levyschen (1) Angaben 
nennen, welche erhalten sind durch die Bestimmung der Linksdrehung 
des Atherextrakts der Organe. In neuerer Zeit hat man nach Ent- 
eiweiBung des Organbreies die £-Oxybuttersiure nach Shaffer mit 
Kaliumbichromat zu Aceton oxydiert und dann das Aceton, erhalten 
durch die Oxydation der £-Oxybuttersiure, jodometrisch bestimmt. 
In unserem vorigen Aufsatz haben wir angegeben, welches die Gefahren 
sind, wenn man jodometrisch das Aceton bestimmen will, welches bei 
der Oxydation der B-Oxybuttersiure gewonnen ist. Wenn diese Methode 
auf Organbreie angewandt wird, besteht immer die Méglichkeit, daB 
andere jodbindende Oxydationsprodukte einen héheren f-Oxybutter- 
siuregehalt vortaéuschen, als tatsichlich vorhanden ist, selbst wenn 
man das erhaltene Aceton durch Redestillation mit H,O, und Lauge 
reinigt. Doch sind die besten Zahlen tiber den f-Oxybuttersiuregehalt 
von tierischen Organen mit dieser Jodmethode erhalten. Es sind die 
Untersuchungen von Marriott (2) einerseits, von Sassa (3) andererseits. 
Beide Untersucher haben offenbar die Schwiecrigkeit bei der jodo- 
metrischen Bestimmung des Acetons empfunden. Jedenfalls hat 
Marriott nachher die jodometrische Bestimmung verlassen und das 
Aceton nephelometrisch mit dem Scott- Wilsonschen Reagens bestimmt (4), 
wahrend Sassa in zwei Versuchen den $-Oxybuttersiuregehalt von 
Pferdefleisch nicht nur durch Shaffersche Oxydation zu Aceton be- 
stimmt hat, sondern seine Zahlen durch Oxydation der £-Oxybutter- 
siure mit 60proz. H,SO, zu Crotonsaure kontrolliert hat. 

Auch wir haben unsere Methode der B-Oxybuttersiurebestimmung 
in den Organen, wobei das Aceton, bei der Shafferschen Oxydation 
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gebildet, nach van Slyke gravimetrisch bestimmt wird (5), gebraucht, 
um den £-Oxybuttersauregehalt von Leber und Muskeln zu ermitteln. 

In nachfolgenden Tabellen haben wir unsere Zahlen zusammen- 
gestellt und mit den Marriottschen und Sassaschen verglichen. Es ist 
auffallend, daB unsere Zahlen fiir die Muskeln des Hundes und der 
meisten gewéhnlichen Schlachttiere (Tabelle I) im allgemeinen be- 
trichtlich niedriger liegen als die Marriottschen und die Sassaschen. 
Vielleicht kénnen die Schwierigkeiten bei der jodometrischen Be- 
stimmung der $-Oxybuttersiure im Muskelbrei diesen Unterschied 
erklaren. 

Was die Leber anbelangt, haben wir in der Leber des Hundes, die 
immer gleich nach dem Tode des Tieres analysiert wurde, auch niedrigere 
Zahlen gefunden. Einmal, wo wir eine Schafsleber gleich nach dem 
Schlachten analysieren konnten, wurden ebenfalls niedrige f-Oxy- 
buttersiurezahlen erhalten. Die gewéhnlichen Lebern der Schlachttiere, 
welche aus den Kiihlizellen des Schlachthauses erhalten wurden, gaben 
aber einen £-Oxybuttersiuregehalt, welcher gewéhnlich mit dem von 
Marriott und Sassa ermittelten iibereinstimmte (Tabelle II). Es scheint 
uns nicht unmdglich, daB die Frische des Organs mit diesem Unter- 
schied zusammenhangt. 

Tabelle I. 





Pro kg Organbrei 


Muskeln Aceton B-Oxybutter- 
+ Diacetsiure saure 
mg mg 
Hund 4 234 - 
Ochse _4 2296 farriott 
Hund aa 143 
Rind — 205 | 
Schwein — 123 Sassa 
Pferd os 173 | 
Mensch — 177 
Hund Spuren 40 
= a 20 
Kalbszunge pe 28,4 
- ° 34 
‘ © oA ‘ 
. * 69 
” o 78 
” ” 48 Eigene 
se = 40 Analysen 
” m 52 
Beefsteak “ 48 
“" 45 
i 33 
al . 30 
Schaf — 34 
Ochse — 111 
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Tabelle II. 





Pro kg Organbrei 


Leber Aceton #«Oxybutter- 
+ Diacetsaure saure 
mg mg 
Hund 2 342 | 
~ 7 238 Marriott 
Ochse : 321 
Hund — 168 | 
os — 134 Saaea 
Mensch — 189 
Direkt nach Hund Spuren po 
dem Tode ” sd 40 
analysiert Schaf BS 100 
a — 179 
- —_ 195 Eigene 
Aus der a — 178 Analysen 
Kiihlzelle “ — 246 
des od — 240 
Schlachthofs Kalb — 90 
3 — 109 
Ochse — 100 








Endlich méchten wir noch einige Worte sagen tiber das sogenannte 
B-Verhaltnis, das von Kennaway, Pembrey und Poulton aufgestellt ist (6). 
Das £-Verhaltnis ist das Verhiltnis zwischen $-Oxybuttersiure (aus- 
gedriickt als Aceton) und dem totalen Ketonkérpergehalt (d. h. Aceton, 
Diacetsaure und £-Oxybuttersiure, auch als Aceton berechnet). Marriott 
hat angegeben, daB dieses §-Verhaltnis im acidotischen Blute zwischen 52 
und 79 Proz. variiert (4), wihrend in den Geweben des acidotischen Tieres 
das Verhiltnis viel héher ist, d. h. in den Geweben relativ mehr Oxy- 
buttersiure als Diacetsiure ist, verglichen mit den Verhiltnissen im 
Blute. Marriott hat nur eine Analyse von Muskeln und Leber eines 
acidotischen Tieres angegeben, um diese Regel zu bestatigen. Auch 
wir finden in den Muskeln des acidotischen Hundes immer relativ wenig 
Aceton und Diacetsiure, auch wenn groBe Mengen f-Oxybuttersiure 
vorhanden sind, wahrend im Blute des acidotischen Tieres relativ viel 
Aceton und Diacetsiure nachzuweisen sind (Tabelle III). 


Marriott meint, daB dieser Unterschied zwischen dem f-Verhaltnis 
im Blute einerseits und den Geweben andererseits zusammenhangt mit 
der Tatsache, daB die Gewebe viel leichter Diacetséiure abbauen kénnen 
als B-Oxybuttersiure. Der niedrigere Diacetsiuregehalt der Gewebe ist 
dann also der Ausdruck der Oxydation der Diacetsiure, welche in den 
Geweben stattgefunden hat, wihrend die £-Oxybuttersiure kaum 
angegriffen wird. 
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Tabelle III. 





Pro Liter Blut bew. pro kg Organbrei 


Mec rt we 
Aceton Verhaltnis 











+ Discetedure 3-Oxybuttersaure 
mg mg Proz 
Acidotischer { Blut 76 260 65 | 

Hund | Muskeln 13 170 87 | wae 

Blut 61 178 62 

” 83,5 191 56 

” 35 79 55 

n 29 67 56 

. 50 133 60 

P . » 266 400 46 
Acidotischer 2 61 142 57 Eigene 
Hund a 29 130 72 Analysen 

” 36 80 56 

Muskeln 16 144 83 

" 6,3 222 95 

. 4 44 86 

* 6 143 93 

+ a J-Oxybuttersaure 8-Verhaltnis*) 
mg mg Proz. ; 
| Blut 242 750 631), 
Diabetes | > 380 Ss. io 
patienten | : 48 188 681), Analysen 
a 46 113 59 





p-Oxybuttersdure, berechnet als Aceton 


~~ TotaleAceton (Aceton + Diacetsaure + B-Oxybuttersaure, 
alles berechnet als Aceton) 


*) 3sVerhiltnis 


Zusammenfassung. 


1. Mit unserer Methode der £-Oxybuttersiurebestimmung, wobei 
die jodometrische Acetonbestimmung nach der Shafferschen Oxydation 
der B-Oxybuttersaéure vermieden wird, finden wir betrachtlich niedrigere 
Zahlen fiir den £-Oxybuttersiuregehalt der normalen Muskeln als die 
friiheren Untersucher (Marriott, Sassa). 


2. Auch in der normalen Leber finden wir, wenn die Leber ganz 
frisch ist, niedrigere Zahlen. Bei den Schlachthauslebern finden wir 
aber Zahlen, die im allgemeinen mit denen der vorigen Untersucher 
tibereinstimmen. 


3. Die Angaben Marriotts, daB das £-Verhiltnis 
B-Oxybuttersaiure (als Aceton angegeben) 
Aceton + Diacetsiure + £-Oxybuttersaure 
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im Blute niedriger ist als in den Geweben, d.h. daB in den Geweben 
relativ wenig Diacetsiure im Verhaltnis zu B-Oxybuttersiure anwesend 
ist, kénnen wir bestatigen. 


Literatur. 


1) Magnus-Levy, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm. 42, 149, 1899. — 
2) Marriott, Journ. biol. Chem. 16, 293, 1914. 3) Sassa, diese Zeitschr. 
59, 362, 1914. — 4) Marriott, Journ. biol. Chem. 19, 507, 1914. — 5) Snapper 
und Griinbaum, vorige Mitteilung. — 6) Kennaway, Pe mbrey und Poulton, 
Journ. of physiol. 47 (Proceedings), 1913. 
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/. Einleitung. 


Die bisher tiblichen Methoden zur Bestimmung der Gesamtkohle- 
hydrate und der Glucose in den Organen und Kérpersaéften basierten 
auf den reduzierenden Eigenschaften des Traubenzuckers. Deswegen 
pflegt man bei der Ermittlung des Gehalts an Gesamtkohlehydraten 
die Organe, eventuell nach vorheriger Auflésung in konzentrierter 
Kalilauge, zunichst einer kurzdauernden Hydrolyse in verdiinnten 
Mineralsduren zu unterwerfen, wobei die gesamten komplexen Kohle- 
hydrate in Glucose iibergefiihrt werden, ohne da8 bei der kurzen Dauer 
der Hydrolyse die Glucose eine Veriinderung erfahrt. Lépine und seine 
Mitarbeiter haben zur Bestimmung der an EiweiB gebundenen Kohle- 
hydrate des Blutes statt verdiinnter Mineralsiuren konzentrierte Fluor- 
wasserstof{{sdure angewendet, die ebenfalls auch bei langerer Einwirkung 
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keinerlei Zerstérung der Kohlehydrate bewirkt. Diese Methode 
erfordert jedoch eine umstindliche Apparatur. Daher wird heute meist 
das erstere Verfahren angewendet. 

“ ¥ , . . 

Nach der Uberfiihrung der komplexen Kohlehydrate in Glucose 
wurden dieselben bei den bisher iiblichen Verfahren nach einer der 
unzihligen Methoden bestimmt, die auf ihrer Reduktionskraft beruhen. 
Nun besitzen sehr zahlreiche, in Organen und Korpersaften bzw. deren 
Hydrolysaten vorkommende, besonders organische Stoffe ein erhebliches 
Reduktionsvermégen. Will man also die Glucose nach einem derartigen 
Verfahren bestimmen, so mu8 man vorher alle diese Substanzen miég- 
lichst vollstandig entfernen. Dies erfordert ein ziemlich umstandliches 
Verfahren. 

So bilden sich z. B. bei der Gesamtkohlehydratbestimmungsmethode 
nach O. Léwi'), die sich bisher am besten bewahrt hat, durch die zwei- 
stiindige Hydrolyse mit 2,2proz. Salzsiure aus dem Organeiwei8 Peptone 
und aus den Nucleoproteiden Purinsubstanzen, die zum Teil ein erhebliches 
Reduktionsvermégen besitzen und mit den gebraéuchlichen EiweiBfillungs- 
mitteln nicht mehr ausfallen. Diese Stoffe mu8 man zunachst durch Fallung 
mit Quecksilberacetat nach Neuberg*) nach vorheriger Neutralisation des 
Hydrolysats entfernen. Es bleiben immer noch N-haltige Substanzen in 
Lésung, die jedoch nach Léwi alkalische Kupferlésung, wie sie z. B. bei 
der Methode nach Bertrand verwendet wird, nicht mehr reduzieren sollen. 

Das soeben beschriebene Verfahren ist sehr umstandlich, da das zur 
Fallung des Peptons usw. verwendete Hg wieder mit H,S entfernt werden 
muB, der H,S hingegen, der selbst ein starkes Reduktionsvermégen besitzt, 
durch Durchleiten von Luft vertrieben werden mu8. Dies bedingt wieder- 
holtes Abfiltrieren von massigen Niederschlagen und infolgedessen groBe 
Verluste an Material. Da nun die gebraéuchlichen Methoden der Glucose- 
bestimmung mit Hilfe der alkalischen Kupferlésungen verhaltnismaébig 
groBe Mengen beanspruchen, andererseits die Verdiinnung der Glucose 
eine bestimmte Grenze nicht unterschreiten darf, so ist das Verfahren von 
Neuberg- Léwi fiir diejenigen Fille, wo man mit wenig Material aus- 
kommen mu8, unverwendbar. 

Wir sind nun darangegangen, eine Mikrobestimmungsmethode fiir 
Gesamtkohlehydrate in Organen und Eérpersiften auszuarbeiten und 
suchten eine Reaktion, die fiir Kohlehydrate méglichst spezifisch war. 
Dadurch hofften wir die Ausfillung der EiweiSabbauprodukte und 
anderer reduzierender Beimischungen, die sich in Organhydrolysaten 
finden, umgehen und auch auf diese Weise mit viel geringeren Mengen 
von Material das Auslangen finden zu kénnen. 


Es hat nicht an Versuchen gefehlt, die Kohlehydrate auf Grund einer 
fiir sie spezifischen Farbenreaktion zu bestimmen. So haben Reicher 


1) O. Léwi, Therap. Monatsh. 82, 1918. 

2) Die Beseitigung von EiweiBbeimengungen durch die Quecksilber- 
acetatfallung ist zuerst von C. Newberg angegeben worden. Neuberg, Der 
Harn 1911, 8S. 333; diese Zeitschr. 37, 142, 1911; ebendaselbst 40, 498, 1912, 
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und Stein!) zu diesem Zwecke die Molischsche Reaktion angewendet. Das 
Verfahren hat den Nachteil, daB durch die beim Vermischen der kon- 
zentrierten H,SO, mit der wasserigen Zuckerlésung entstehende Wirme 
die einzelnen Proben nicht ganz gleich erhitzt werden, wodurch bewirkt 
wird, daB selbst Lésungen gleicher Konzentration ungleich gefarbt er- 
scheinen. Leonhard Wacker*) hat die rote Farbe, die die Kohlehydrate 
mit p-Phenylsulfosdure in alkalischer Lésung geben, als Grundlage fiir eine 
kolorimetrische Methode zur Bestimmung des Blutzuckers benutzt. Diese 
Farbenreaktion ist nicht spezifisch, denn verschiedene andere Stoffe, wie 
Alkohol und Aldehyde, geben sie ebenfalls. Auch soll nach Forschbach und 
Severin®) diese Reaktion durch die Gegenwart von Stoffen, die im Blute 
neben Zucker in gréBerer Menge vorkommen, wesentlich beeinfluBt werden. 

Man kennt nun von den Kohlehydraten eine ganze Reihe von 
Farbenreaktionen, und wir suchten eine zu finden, die als Grundlage 
eines einfachen kolorimetrischen Verfahrens dienen kénnte. Beim Suchen 
nach einer geeigneten spezifischen Farbenreaktion der Kohlehydrate, 
stieBen wir auf die Angaben von Weehuyzen und C. Fleig, daB die 
Kohlehydrate, mit Indol und Skatol und konzentrierter HCl und H,SO, 
erhitzt, eine rotviolette bzw. braune Fdrbung geben. 

Weehuyzen*) fand, daB Glucose, Lactose, Saccharose, Starke und 
Cellulose mit Skatol und HCl eine violette Farbe geben, mit Jndol und 
konzentrierter HCl dagegen eine braune Farbe. Fleig®) hat die Reaktion 
der Kohlehydrate mit Indol uid HCl bzw. H, SO, naher untersucht. 4% cem 
einer Kohlehydratlésung versetzte er mit 2 bis 3 ccm einer konzentrierten 
HCl-Lésung, erhitzte auf offener Flamme und fiigte einige Tropfen einer 
lproz. alkoholischen Indollésung hinzu. Auf diese Weise fand er, daB8 
alle Kohlehydrate und Glucoside die Reaktion mit Indol und HCl geben. 
Er fand auch, da8 Glucose mit Indol und H, 8Q,, in derselben Weise erhitzt, 
eine braune Farbe gibt. Von den EiweiBkérpern geben angeblich nur 
diejenigen die Reaktion, die mit HCl erhitzt Furfurol liefern. 

Wir gingen nun daran, diese Reaktion auf ihre Eignung zu priifen, 
als Prinzip einer kolorimetrischen Mikrobestimmungsmethode der 
Kohlehydrate zu dienen. Wir haben dabei in dem Bereich unserer 
Untersuchung nicht nur das Verhalten der Glucose bei dieser Reaktion, 
sondern auch dasjenige anderer Kohlehydrate und komplexer Ver- 
bindungen, in deren Molekiil Kohlehydrate als Bausteine erscheinen, 
gezogen. Denn einerseits sind diese Stoffe zum Teil immer, zum Teil 
zeitweise neben Glucose im tierischen Organismus zu finden und kommen 
deshalb fiir die Kohlehydratbestimmung in Organen und im Blute in 
Bettacht; andererseits hofften wir, auf diese Weise Einblick in die 
Natur der Reaktionen finden zu kénnen. 


1) Reicher und Stein, Verhandl. d. Kongr. f. inn. Med. 27, 401, 1910. 
*) L. Wacker, Zeitschr. f. physiol. Chem. 67, 197. 

8) Forschbach und Severin, Zentralbl. f. Physiol. u. Pathol. d. Stoff- 
wechsels, N. F., 6, 54. 

*) Weehuyzen, Zentralbl. 1907, I, 8. 134. 

5) Fleig, ebendaselbst 1908, IT, 8. 1954. 
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il. Reaktionen der Kohlehydrate mit Skatol und Indol in salzsaurer und 
schwefelsaurer Lésung. 


Bei der Untersuchung dieser Reaktionen gingen wir so vor, dab 
wir zunachst fiir jede einzelne die optimalen Bedingungen in bezug auf 
Dauer des Erhitzens und Konzentration der verwendeten Reagenzien 
feststellten, dann den Zusammenhang zwischen Konzentration derGlucose 
und der anderen Kohlehydrate und der Farbstarke der Reaktion priiften, 
zuletzt den Einflu8 nicht kohlehydratartiger Substanzen auf den Ablauf 
der Reaktion untersuchten. 


A. Versuche iiber die Reaktion der Kohlehydrate mit Skatol und Salzsiure, 


Diese wie alle spiteren Versuche wurden in der Weise durchgefiihrt, 
da8 in einer Eprouvette zu 1 cem der betreffenden Zuckerlésung 9 ecm 
Saiure und auBerdem alkoholische Skatol- bzw. Indollésung zugesetzt 
wurden, und das Gemenge in ein siedendes Wasserbad fiir eine gewisse 
Zeit gestellt wurde. 

| 
a) Abhdngigkeit der Farbstdérke der Reaktion von der Zeitdauer des Erhitzens, 
der GréBe des Skatolzusatzes und der Konzentration des Zuckers bei Verwendung 
von Sdure vom spezifischen Gewicht 1,175. 

In sechs Eprouvetten wurde je 1 ccm einer 0,1 proz. Glucoselésung 
mit 9ccem HCl (spezifisches Gewicht 1,175) und 1 ccm einer 0,5proz. 
alkoholischen Skatollésung (Merck, synthetisch) versetzt, nach je 2, 
21, 3, 3%, 4 und 5 Minuten wurde eine Eprouvette aus dem 
Wasserbad genommen und an der Wasserleitung abgekiihlt. Die In- 
tensititen der Farben der einzelnen Proben wurden dann im Dubosa- 
kolorimeter miteinander verglichen. Die rotviolette Farbe war am 
stirksten in der Probe, die 3 Minuten im Wasserbad erhitzt wurde. 
Langer dauerndes Erhitzen bewirkte eine Abschwichung der Farbe. 


In einem genau wie oben angesetzten Versuch wurden in die 
einzelnen Eprouvetten je 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,7 und 1,0 ccm einer 
lproz. alkoholischen Skatollésung zugefiigt und miteinander erhitzt. 
Die Farbstarke erwies sich schon bei Zusatz von 0,3 cem als maximal. 


Bei der Priifung des Einflusses der Zuckerkonzentration auf den 
Farbtiter zeigte sich zunichst, daB die Farbe noch bei Glucoselésungen 
von einer Konzentration von 0,02 deutlich zu sehen ist. Sie erwies 
sich als nicht proportional der Konzentration der Glucose, vielmehr 
stieg sie stirker an, als es der Konzentration entspricht. In Lésungen, 
die weniger als 0,05 Proz. Glucose enthielten, anderte sich auch der 
Farbton mit der Konzentration in dem Sinne, daB® schwachere Lésungen 
rétlicher waren als die stirkeren. 
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b) Reaktion der verschiedenen Kohlehydrate mit Skatol 
und konzentrierter Salzsdure. 


1. Fructose (Schering) gibt die Farbenreaktion in viel staérkerem Grade 
als die Glucose. 1cem einer 0,001 proz. Fructoselésung zeigt eine deutlich 
erkennbare violette Farbung ; eine 0,002 proz. Fructoselésung zeigte ungefahr 
die gleiche Farbung wie eine 0,036proz. Glucoselésung. 

2. Arabinose (Kahlbaum). Eine 0,2proz. Arabinoselésung zeigte keine 
violette, sondern eine braune Farbe. 

3. Glucuronsdure. Eine 0,lproz. Lésung von Glucuronséureanhydrid 
zeigte eine schwache braune Farbe. 

4. Glykogen. Fiir die Versuche mit Glykogen verwendeten wir eine 
5proz. Glykogenlésung, die in Ampullen zu je 2 cem in den Handel gebracht 
wird (Clin). Die Lésung war stark opalisierend und schéumte leicht. Von 
dieser Lésung stellten wir uns zum Verdiinnen eine 0,2proz. Stammlésung 
her. Da die genaue Konzentration der Stammlésung uns nicht bekannt 
war, verglichen wir den Farbtiter des Glykogens mit dem der Glucose in 
der Weise miteinander, da8B wir das Glykogen mit einer Salzséure von 
2,2 Proz. durch 2 Stunden auf dem Wasserbad hydrolysierten und das 
nur mehr Glucose enthaltende Hydrolysat mit der urspriinglichen Glucose- 
lésung verglichen. Es ergab sich, da8 der Farbtiter des Glykogens mit 
demjenigen seines Hydrolysats iibereinstimmt. 

5. Nucleinsduren. Eine 0,4proz. Lésung des Na-Salzes einer Hefe- 
nucleinsiure gab eine starke braune Farbe. 

6. Saccharose. Eine 0,2proz. Lésung von Saccharose ergab eine sehr 
dunkle, violette Farbe. Eine 0,004proz. Saccharoselésung zeigte denselben 
Farbtiter wie eine 0,14proz. Glucoselésung, demnach gibt Saccharose die 
Reaktion etwa 25mal starker als Glucose und noch zweimal so stark als 
ihrem Fructosegehalt entspricht. 

7. Hexosephosphorsdure. Wir verwendeten als Priéiparat das ,,Kan- 
diolin“‘, das neutrale, in H,O schwer lésliche Ca-Salz der Hexosediphosphor- 
sdure (von Bayer). Nach Neuberg, Farber, Lewite und Schwenk kommt dieser 
Verbindung die Formel C,H,,0,(P0,Ca), + H,O zu, entsprechend dem 
Molekulargewicht 434. Wir lésten das Salz in verdiinnter Salzséure. Eine 
0,06 proz. Lésung von hexosephosphorsaurem Ca ergab eine Farbe, die sich 
zu der einer 0,04proz. Saccharoselésung wie 15: 9,4 verhielt; da die Farbe 
der Saccharoselésung derjenigen einer 0,14proz. Glucoselésung entspricht, 
so zeigt die Hexosephosphorséure eine 34%mal so starke Farbe als eine 
Glucoselésung gleicher Konzentration. 

8. Methylglykosid. Eine 0,02proz. Lésung zeigt eine braune, kaum 
wahrnehmbare Farbe. 

Zusammenfassend kiénnen wir sagen, daB die violette Farbe mit 
Skatol und konzentrierter HCl eine fiir alle Hexosen charakteristische 
Reaktion ist. Dabei zeigen die Fructose und die komplexen Verbindungen, 
in der sie enthalten ist, eihe weit stirkere Farbe als die Glucose. Das 
Glykogen gibt die Reaktion so, als ob die in ihm enthaltenen Glucose- 
molekiile vollkommen frei wiiren und als solche reagierten. Die von 
einer Zuckerlésung von bestimmter Konzentration erhaltene Farbe ist 
nicht immer gleich bei Proben gleicher Konzentration desselben 
Zuckers. Es kommen vielmehr Schwankungen bis 12 Proz. vor. Dies 
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ist darauf zuriickzufiihren, da®B aus der konzentrierten HCl beim Er- 
hitzen in dem Wasserbad Chlorwasserstoffgas entweicht. Dieses Ent- 
weichen findet in zugleich erhitzten Proben nicht immer in gleicher 
Zeit und Intensitat statt, was bewirkt, daB die Konzentration der Saure, 
die fiir die Farbstarke wesentlich ist, in den einzelnen Proben ver- 
schieden werden kann. 


c) Reaktion der Kohlehydrate mit Skatol bei Verwendung verdiinnter H Cl. 


Die Verwendung verdiinnter HCl versprach den Vorteil, dab 
wahrend der Reaktion kein Chlorwasserstoffgas entweichen wiirde, 
wodurch die Schwankungen des Farbtiters bei Lésungen gleicher 
Konzentration ausbleiben wiirden. Es zeigt sich das bemerkenswerte 
Resultat, daB unter den Kohlehydraten bei starker Verdiinnung nur 
die Fructose und Verbindungen, in deren Molekiil sie enthalten ist, eine 
deutliche Farbenreaktion geben, wenn man eine Saure verwendet, die 
man durch Vermischen eines Volumens konzentrierter HCl und eines 
Volumens Wasser erhalt. AuBer der Fructose geben auch ihre Ver- 
bindungen Saccharose und Hexosephosphorsaure eine violette Farbe. 
Dextrose gibt erst bei Verwendung einer 1 proz. Lésung eine schwache 
violette Farbe. Es geben dagegen noch Lésungen von 0,008proz. 
Fructose eine deutliche violette Farbe. Die Saccharose reagiert etwas 
schwicher als die Fructose. Eine Lésung von 0,016 proz. Saccharose 
zeigt einen Farbtiter wie eine 0,012proz. Fructoselésung, also noch 
immer um 50 Proz. mehr als ihrem Fructosegehalt entspricht. Eine 
0,06proz. Lésung von hexosephosphorsaurem Ca zeigt eine schwichere 
Farbe als eine 0,012proz. Fructoselésung. Arabinose, Glucuron- 
siure usw. reagieren tiberhaupt nicht. Beim Erkalten des Reaktions- 
gemischs tritt eine Triibung ein. Beim Schiitteln des erkalteten Reak- 
tionsgemisches mit Amylalkohol geht der Farbstoff quantitativ in diesen 
iiber, wodurch eine klare, dunkelblauviolette Lésung entsteht, die beim 
Stehen immer dunkler wird. Eine Kontrollprobe, in der neben Skatol 
und HCl kein Zucker vorhanden war, zeigte eine schwachbraune Farbe. 
Aus alledem ergibt sich, daB beim Verdiinnen der zur Reaktion des 
Skatols verwendeten HCl das Verhaltnis der Farbstarken Fructose zu 
Glucose sich sehr stark zugunsten der Fructose verschiebt, denn wihrend 
bei der konzentrierten HC! dieses Verhaltnis 1: 18 war, ist es bei der 
verdiinnten wie 1: 200. Man kann also diese Reaktion zum Nachweis 
der Fructose una ihrer Verbindungen benutzen in Lésungen, in denen 
nicht die Konzentration einer etwa gleichzeitig vorhandenen Dextrose 
einige Zehntel Prozent iibersteigt. So ist auch der positive Ausfall der 
Reaktion mit Skatol und verdiinnter Salzsiure bei der Hexose- 
phosphorsdure ein neuer Hinweis darauf, da} Livulose das in dieser 
Verbindung enthaltene Kohlehydrat ist. 
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Da sich nun die Reaktion mit Skatol und HC!) als nicht proportional 
dem Zuckergehalt erwies, gingen wir daran, die Reaktion des Indols 
mit HCl zu priifen. 


B. Reaktionen der Kohlehydrate mit Indol und Salzsiure. 


a) Bei Verwendung konzentrierter Sdure vom spezifischen Gewicht 1,175. 

Dieselben Versuche, wie sie mit Glucoselésungen und Skatol in 
bezug auf die Abhangigkeit der Farbenintensitét der Reaktion von der 
Dauer des Erhitzens und der optimalen Menge der zugesetzten Re- 
agenzien angestellt worden waren, wurden mit Indol wiederholt. Das 
Indol allein, ohne Zuckerzusatz, gibt, in der Kialte mit konzentrierter 
HCl versetzt, einen gelblichgriinen Farbton, der nach Erhitzen auf dem 
siedenden Wasserbad in Braun umschligt. Die Intensitét der Indol- 
eigenfarbe ist jedoch so schwach, daB sie nur bei sehr groBen Ver- 
diinnungen der Kohlehydrate schaden kénnte. Wird die Reaktion mit 
Glucose angesetzt, so resultiert eine schéne mahagonibraune Farbe, 
die noch bei Anwesenheit von 0,01 proz. Glucose gut kolorimetrierbar ist. 


1. Abhangigkeit der Reaktion von der Dauer des Erhitzens 
und der Konzentration der verwendeten Reagenzien. 


Betreffs der Abhangigkeit der Intensitét der Farbenreaktion von der 
Dauer des Erhitzens, verhielt sich diese Reaktion ganz anders als diejenige 
des Skatols. Die Farbintensitaét ist wm so stdrker, je langer erhitzt wird. 
Nach mehr als 10 Minuten dauerndem Erhitzen tritt aber oft, besonders in 
konzentrierten Lésungen, eine Triibung auf, die das Kolorimetrieren un- 
méglich macht. Beziiglich der Abhaingigkeit der Farbintensitaét von der 
Menge der zugesetzten Indollésung stellten wir fest, daB in der beschriebenen 
Versuchsanordnung bei Zusatz von 0,25ccem einer lproz. alkoholischen 
Indollésung das Maximum der Farbe erreicht war. Bei geringerem Zusatz 
als 0,25 cem war die Farbintensitat geringer, bei hGherem Zusatz verstirkte 
sie sich nicht mehr. Wir priiften sodann noch den Einflu8 der Sdure- 
konzentration auf die Farbintensitat und iiberzeugten uns, daB mit wachsender 
Verdiinnung der Saure die Intensitaét der Reaktion sinkt. Nachdem wir 
so die optimalen Bedingungen der Reaktion in bezug auf die Dauer des 
Erhitzens, die GréBe des Indolzusatzes festgestellt haben, untersuchten 
wir das Verhiltnis zwischen Konzentration des Kohlehydrats und der 
gebildeten Farbe. 


2. Abhangigkeit der Farbe von der Kohlehydratkonzentration, 


Die Reaktion erwies sich im groBen und ganzen in einem Bereich 
von 0,01 bis 0,2 Proz. dem Zuckergehalt annihernd proportional. 
Trotzdem wiirde sie sich als Grundlage einer kolorimetrischen Methode 
nicht eignen, da Schwankungen bis zu 12 Proz. bei Lésungen derselben 
Konzentration vorkommen. Dies diirfte auf dieselbe Ursache zuriick- 
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zufiihren sein, wie die Schwankungen bei Verwendungen von Skatol, 
nimlich auf das Entweichen von Chlorwasserstoffgas aus der konzen- 
trierten Salzsiure im siedenden Wasser. Deshalb haben wir, wie mit 
Skatol, so auch mit Indol Versuche unter Verwendung der 20proz. 
Salzsiure angestellt, die kein Chlorwasserstoffgas bei 100° mehr ent- 
weichen 1aBt. 

Zu bemerken ist, da Fructose die Reaktionen etwa dreimal so stark 
als Glucose gibt, die Farbe ist dabei nicht mahagonibraun, sondern rot- 
braun. Beim Erhitzen tritt sie viel frither auf, schon in der ersten Minute 
des Erhitzens, so daB der Unterschied der Farben gleichkonzentrierter 
Flucose- und Fructoselésungen in der ersten und zweiten Minute viel 
gréBer ist als nach 10 Minuten. 


b) Verwendung von 10- und 20proz. Salzsdure. 


Die Glucose gibt beim Erhitzen mit Indol und 20proz. HCl in 
Lésungen, deren Konzentration unter 0,1 Proz. liegt, einen nur kaum 
wahrnehmbaren braunen Farbton. Erst bei Lésungen von einigen 
Zehntelprozent tritt eine deutliche, wenn auch schwachbraune Farbe 
auf. Die Fructose und die Saccharose dagegen geben schon in Lésungen, 
deren Konzentration unter 0,01 liegt, eine schéne goldbraune Farbe. 
Geht man mit der Konzentration der HCl noch weiter, etwa auf 10 Proz. 
hinunter, so andert sich das Bild abermals. Die Glucose gibt tiberhaupt 
keine deutliche Reaktion mehr, die Fructose und Saccharose dagegen 
geben noch in Konzentrationen von 0,005 Proz. eine rosa Farbe, die in 
deutliches Rot iibergeht, wenn die Konzentration der Fructose 0,2 Proz. 
erreicht. Dabei wird das Maximum der Farbstirke nach 4 Minuten 
langem Erhitzen erreicht. Nach dem Erkalten des gefarbten Reaktions- 
gemisches triibt sich die Lésung. 

Die Farbe kann man in Amylalkohol aufnehmen, der sich dabei 
braunrot farbt; setzt man eine Kontrollprobe ohne Fructosezusatz an 
und schiittelt nach Erhitzen und nachherigem Erkalten mit Amylalkohol 
aus, so farbt sich der Amylalkohol schwach gelb. 

Die Reaktionen, die mit HCl und Indol angesetzt wurden, erweisen 
sich also als nicht geeignet fiir eine kolori:metrische Mikrobestimmungs- 
methode der Kohlehydrate, da bei Verwendung konzentrierter Saure 
Lésungen derselben Konzentration stark voneinander abweichende 
Farbwerte liefern, beim Verdiinnen der Saure aber die Reaktion mit 
verdiinnten Glucoselésungen zu schwach wird, bei Fructoselésungen 
jedoch sich triibt. 

Um diesen Stérungen auszuweichen, haben wir die Reaktion statt 
mit HCl mit H,SO, anzusetzen versucht. 
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(. Reaktion der Kohlehydrate mit Indol bei Verwendung verschieden 
konzentrierter Schwefelsiure. 


a) Versuche mit Glucose. 


l. Versuche tiber den EinfluB der Saurekonzentration. 

Wir stellten verschiedene Konzentrationen der Schwefelséurelésung in 
der Weise her, daB wir je 100, 95, 90, 85, 80, 75, 70, 60, 50 cem einer H, SO, 
vom spezifischen Gewicht 1,85 mit destilliertem Wasser auf 100 ccm auf- 
fiillten. Je lccm einer 0,025proz. Dextroselésung wurde mit je 9 ccm 
Schwefelsiure dieser Konzentrationsreihe und mit 0,5cem einer 1 proz. 
alkoholischen Indollésung versetzt. Diese Lésungen wurden in gewohnter 
Weise 10 Minuten in dem siedenden Wasserbad erhitzt. Diejenigen Proben, 
die mit einer Schwefelsiure versetzt waren, deren Konzentration starker 
war als 75 Vol.-Proz. H,SO,, hatten eine rotbraune Farbe, die sich im Ton 
von der mit Indol und HCl gelieferten wesentlich unterschied. 

Bei den Proben, bei denen eine schwachere Schwefelsdure als 
75 Vol.-Proz. verwendet wurde, trat eine rein braune Farbe ein. Abgesehen 
von diesem Unterschied im Farbton, nahm mit steigender Konzentration 
der Saure die Intensitét der Farbe zu, wie folgende Zahlen zeigen: 


Tabelle I. 
Verhaltnis von Farbstarken derselben Glucoselésung bei verschieden 


konzentrierter Schwefelsaure. * (Prozente entsprechen Vol.-Proz. der H, SO, 
vom spezifischen Gewicht 1,84.) 


100 : 95 Proz. = 20: 17,6 80: 75 Proz. = 20: 16,4 
95:90 ,, = 20:18,1 75:70 ,, = 20: 17,2 
90:85 ,, = 20: 16,9 70:60 ,, = 20: 13,2 
85:80 , = 20:17 60:50 ,, = 20:12,8 


Es scheint also, daB bei Verwendung der ganz konzentrierten H,S0O, 
zwei verschiedene chemische Prozesse stattfinden, von denen der eine zu 
einem braungefdrbten, der andere zu einem rotgefdrbten Produkt fiihrt. Da 
also den verschiedenen Saurekonzentrationen zwei verschiedene Farben- 
reaktionen und verschiedene Farbintensitaten entsprechen, muBte zunachst 
entschieden werden, mit welcher Séurekonzentration weiterhin gearbeitet 
werden soll. Schon die ersten Versuche zeigten, da8 die Verwendung der 
konzentrierten Saure nicht zweckmaBig ist, denn die rotbraune Farbe, die 
bei Verwendung der héheren Saéurekonzentration auftritt, verhielt sich in 
der Weise, daB8 beim Vergleich zweier verschieden starker Zuckerlésungen 
dié konzentrierte Lésung nicht nur eine starkere Farbe, sondern auch 
einen mehr roten Farbton als die schwachere Lésung zeigte. Dadurch war 
der kolorimetrische Vergleich dieser Lésungen sehr erschwert. Bei Ver- 
wendung von Sauren jedoch, die weniger als 75 Vol.-Proz. H, SO, enthielten, 
haben sich die Farbténe verschiedener Zuckerlésungen zwar quantitativ 
verschieden, qualitativ aber vollstaéndig gleich verhalten, wodurch eine 
scharfe Einstellung im Kolorimeter méglich war. Von denjenigen Zucker- 
konzentrationen, die keinen roten Farbton mehr aufwiesen, war die Farb- 
intensitét bei der 75vol.-proz. Saiure am stirksten. Noch betrichtlich 
starker war die Farbintensitat bei Verwendung einer 77,5vol.-proz. H, SQ,. 
die jedoch noch immer einen reinen braunen Farbton erzeugte. 
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Diese Konzentration der Saiure von 77,5 Vol.-Proz. empfiehlt sich 
daher als die geeignetste zur Ansetzung der Zuckerindolreaktion und 
wurde in allen folgenden Versuchen verwendet. 

Da wir immer l ccm der Glucoselésung mit 9ccm dieser Saure 
versetzten, war die Konzentration H,SO, in dem Reaktionsgemisch 
etwa 70 Vol.-Proz. Alle weiteren Versuche wurden also in der Weise 
angesetzt, daB sich diese SchluBkonzentration ergab. 

Es erwies sich dabei als belanglos, auf welchem Wege man zu dieser 
SchluBkonzentration der H,SO, gelangt. Man kann also, statt 1 ccm 
der zu untersuchenden Fliissigkeit mit 9 cem 77,5vol.-proz. H,SO, zu 
versetzen, die Saiure in der Weise verdiinnen, daB man z. B. zu 34, ccm 
der zu untersuchenden Fliissigkeit unter starker Kiihlung 7 ccm kon- 
zentrierter H,SO, vom spezifischen Gewicht 1,84 hinzufiigt, wobei 
infolge der stattfindenden Kontraktion die Fliissigkeit nach vollkommener 
Abkiihlung ein Volumen von 10 ccm einnimmt. Es ist aber vorteilhafter, 
wo es nur angeht, 1 ccm der wisserigen Lésung mit 77,5 vol.-prez. H,SO, 
auf 10ccm aufzufiillen, da dabei keine Reaktionswarme auftritt, und das 
scharfe Abkiihlen fortfallen kann, das beim anderen Verfahren unbedingt 
notwendig ist. 


2. Einflu8B der Dauer des Erhitzens. 


Es wurden acht Proben zu je lecm einer 0,02proz. Glucoselésung 
mit 9ccem 77,5 vol.-proz. H,SO, und 0,3ccm einer 1 proz. alkoholischen 
Indollésung versetzt und 3 bis 20 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt. 
In der folgenden Tabelle bedeuten die Zahlen in der zweiten Rubrik die 
Intensitaét der betreffenden Farblésungen, bezogen auf die Lésung | als 
Einheit. 





Tabelle II. 
Dauer Vervieliachung , Dauer Vervielfachung 
Lésung | des Erhitzens der Farbstarke Lésung | des Erhitzens der Farbstarke 
Min. gegenuber Lésung 1 Min. gegeniber Lésung 1 
l 3 — 5 10 34 
2 5 19 6 12 3.6 
3 7 2.6 7 15 40 
+ 9 3,3 8 20 42 





Es ergibt sich aus dieser Tabelle, daB die Intensitat der Farblésung 
mit der Dauer des Erhitzens bis 20 Minuten ansteigt. Bei Lésungen 
stirkerer Konzentration treten jedoch nach 15 Minuten Triibungen auf. 
Aus diesem Grunde und um die Dauer der Bestimmung méglichst ab- 
zukiirzen, erhitzten wir nun in unseren Versuchen nur 10 Minuten. 


3. EinfluB der GréBe des Indolzusatzes. 


Neun Proben zu je 1 ccm einer 0,025proz. Glucoselésung wurden 
mit 0,05, 0,1, 0,15, 0,2 bis 1 cem einer 1 proz. alkoholischen Indollésung 
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versetzt und 10 Minuten auf dem siedenden Wasserbad erhitzt und 
danach ihre Farbintensitaét kolorimetrisch verglichen. 

Es zeigt sich, daB die mit 0,2 ccm versetzte Probe eine starkere 
Farbe ergab, als die mit 0,05 und 0,1 ccm versetzten Lésungen, alle 
iibrigen ergeben die gleiche Intensitat wie die mit 0,2 ccm hergestellten 
Reaktionen. Wir verwendeten also in unseren weiteren Versuchen 
0,3 ccm einer 1 proz. alkoholischen Indollésung, um von kleineren Unrege!- 
maBigkeiten des Indolzusatzes sicher unabhangig zu sein. 

1 cem H,0 mit 77,5vol.-proz. H, SO, auf 10 ccm aufgefiillt und mit 
0,3 cem der alkoholischen Indollésung versetzt, gibt in der Kialte eine 
griingelbe Nebenfarbe, die beim Erwirmen verschwindet. Wird das 
Erwirmen 10 Minuten fortgesetzt, verbleibt eine kaum wahrnehmbare, 
leicht braune Ténung, wofern man die Reaktion ganz genau nach der 
Vorschrift angesetzt hat. Bei nicht ganz korrektem Ansatz tritt oft 
doch eine etwas stirkere Farbe auf, die dann einen quantitativen 
Vergleich stéren kénnte. 


4. EinfluB der Glucosekonzentration. 


Wir haben den Einflu8B der Zuckerkonzentration untersucht bei 
Lésungen, deren Glucosegehalt zwischen 0,1 und 0,002 Proz. schwankte. 
Bei Lésungen iiber 0,1 Proz. ist die Kolorimetrie erschwert, weil der 
Farbton zu dunkel ist. Der fiir die Kolorimetrie giinstigste Farben- 
bereich liegt zwischen 0,015 und 0,050proz. Glucose. 

Es wurde in diesen Versuchen 1 ccm der wasserigen Glucoselésung 
mit 9 ccm 77,5vol.-proz. H,SO, und 0,3cem lproz. Indollésung ver- 
setzt und 10 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt. In dieser Art 
wurden Lésungen verschiedener Glucosekonzentration serienweise mit- 
einander verglichen. Um ein gleichmaBiges Erhitzen der einzelnen 
Proben zu erreichen, waren die fiir den Versuch benutzten Eprouvetten 
von gleichem Durchmesser. Der Wasserspiegel des Wasserbades war so 
hoch, daB die Fliissigkeit in den Eprouvetten vollkommen eintauchte. 
Wir benutzten ein Wasserbad mit Einsatz fiir Eprouvetten, so daB alle 
Proben zu gleicher Zeit in das Wasserbad hinein- und hinausgelangten. 
Der Einsatz des Wasserbades war sc gebaut, daB die Eprouvetten den 
Boden des “opfes nicht beriihrten. Von der groBen Zah! von Versuchen, 
die wir in dieser Art machten, teilen wir einige in der nachstehenden 
Tabelle III mit. In jeder Serie wurde die mittlere Glucosekonzentration 
als Standard benutzt. 

Die Zahlen der Tabelle III geben den Glucosegehalt der unter- 
suchten Lésungen in Prozenten an. Die Zahl der ersten Reihe jeder 
Serie bedeutet den theoretischen, eingewogenen Wert, die der zweiten 
den kolorimetrisch ermittelten bei Annahme einer vollkommenen Pro- 
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portionalitat zwischen Farbstarke und Konzentration, die der dritten 
den kolorimetrisch ermittelten bei Beriicksichtigung der unten an- 
gegebenen Korrektur. 











Tabelle III. 
0,005 0,006 0.007 0,008 0,009 0.010 
0.0053 0,0063 0.0072 St. 0.0087 0.0094 
0,0049 0,0059 0.0070 0.0089 0,0097 
0,010 0,012 0.014 0016 | 0018 0,020 
0.0105 0,0124 St. 0,0159 0.0171 0,019 
0.0099 0.012 0.0164 | 0.0179 0.020 
0,020 0,024 0,028 0,032 0,036 0,040 
0.0216 0.0257 0.0286 St. 0.0353 0.039 
0.0199 0.0245 0.0278 0.0361 0.0408 
0,040 0,048 0,056 0,064 0,072 0,080 
0.0418 0.0502 St. 0.0625 0,068 0.0759 
0.0393 0.0489 0.0641 0.071 0.0809 
0,050 0,060 0,070 0,080 0,090 0,100 
0.0532 0.0642 0.0719 St. 0.0888 0.0957 
0.0494 0.0161 0.0701 0.091 0.0984 

0,005 0,010 0,020 

0.0056 St. 0.018 

0,020 0,040 0,080 

0.0222 St. 0.072 


Es zeigt sich also, daB die Farbintensitat der Reaktion in dem ganzen 
untersuchten Bereich der Glucosekonzentration der betreffenden Probe 
anniihernd proportional war. Die Abweichungen von der Proportionalitat 
waren in dem ganzen Bereich von 0,005 bis 0,1 Proz. Glucosekonzentration 
ganz regelmaBig, und es konnte ihr in sehr einfacher Weise Rechnung 
getragen werden. 

Beim Vergleich naimlich einer Lésung A mit einer doppelt, also 
um 100 Proz. starker konzentrierten Lésung B war die Farbstarke 
der Lésung A in dem ganzen Bereich immer um 20 Proz. schwicher, 
als es dem Proportionalitaétsverhaltnis entsprechen wiirde. Betrug 
aber die Differenz der Konzentration zwischen A und B nur einen be- 
stimmten Bruchteil von 100 Proz., so war die Abweichung vom Pro- 
portionalitatsverhiltnis entsprechend kleiner, war z. B. die Konzen- 
tration von B um 50 Proz. starker als die von A, so war die Farbstarke 
von B nicht um 50 Proz. gréBer als diejenige von A, sondern im Mittel 
um 50 — 10 = 40 Proz. War aber B um 100 Proz. stirker als A, so war die 
Farbstarke von B nicht um 100, sondernim Mittel um 100 — 20 = 80 Proz. 
stirker als A. Diese Gesetzmabigkeit konnten wir durch eine grobe 
Zahl von Versuchen empirisch feststellen. Bei einem Unterschied von 


25 * 
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100 Proz. zwischen Standardlésung und der zu untersuchenden Lésung 
bedingt diese Abweichung von der Proportionalitat in absoluten Werten 
einen Fehler von ungefahr 10 Proz., wie aus Tabelle, III ersichtlich. Bei 
einem geringeren Unterschied zwischen Standardlésung und der zu 
untersuchenden Lésung ist der Fehler natiirlich entsprechend kleiner. 
Man muB daher, will man diese Farbenreaktion als kolorimetrische Be- 
stimmungsmethode verwenden, eine einfache Korrektur in dem oben 
angedeuteten Sinne vornehmen, um aus dem kolorimetrisch ermittelten 
Verhaltnis der Farbstarken der beiden Lésungen auf das tatsichliche 
Verhaltnis der Kohlehydratkonzentrationen schlieBen zu kénnen. 

Sei 6 zu a namlich das kolorimetrisch gefundene Verhiltnis der 
Farbstarken der beiden Liésungen, wobei 6 die starkere Liésung darstellt 
(ohne Riicksicht darauf, welche von beiden die Standardlésung sei), so 
ist nach den Gesetzen der Zinsenrechnung von diesem Verhaltnis 0,2 
abzuziehen und die dadurch gefundene Zahl durch 0,8 zu dividieren, 
um dadurch das tatsichliche Verhaltnis (6/a) der Kohlehydratkonzen- 
trationen der beiden Liésungen zu finden. 

b/a (kolorimetrisch gefunden) — 0,2 
0,8 

Beispiel siehe Vorschrift fiir die Bestimmung der Gesamtkohlehydrate 

in Organen. 

In Tabelle III entsprechen die Zahlen der dritten Reihe jeder 
Serie den Werten, die man findet, wenn man die kolorimetrisch ge- 
fundenen Werte (die Zahlen der zweiten Reihe) in der eben angegebenen 
Weise korrigiert. 

Bei Lésungen mit geringerem Zuckergehalt als 0,005 Proz. wird 
die Abweichung von der Proportionalitat viel starker. Diese Stérung 
nimmt mit der weiteren Abnahme der Zuckerkonzentration rasch zu. 
0,005 proz. Glucoselésungen sind also in dieser Versuchsanordnung die 
unteren Grenzen der Konzentration, bis zu der man den Zuckergehalt 
der Lésungen in einfacher Weise durch den Vergleich im Kolorimeter 
bestimmen kénnte. 

Wollte man aber Zucker in noch kleineren Konzentrationen be- 
stimmen, so miiBte man in der Weise verfahren, daB man mehr als 1 ccm 
Flissigkeit, z. B. wie oben angegeben, 314 ccm verwendet und mit einer 
konzentrierteren Siiure als der 77,5vol.-proz. H,SO, die SchluB- 
konzentration von 70 Vol.-Proz. herstellt. Auf diese Weise kann man 
noch den Zuckergehalt von Lésungen bestimmen, die bis 0,0015 Proz. 
Glucose enthalten. Es 148t sich also noch 0,05 mg Glucose kolori- 
metrisch bestimmen. 

Diese Versuche zeigen, daB die Reaktion der Glucose mit 77,5 Proz. 
H,S0O, und Indol die besten Aussichten fiir die Ausarbeitung einer 
kolorimetrischen Kohlehydratmikrobestimmungsmethode bietet. 


Das tatsachliche = = 
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5. Versuche iiber die Haltbarkeit des Farbstoffs. 


Die einmal gebildete Farbe ist, sich selbst iiberlassen, sehr konstant und 
dndert sich selbst nach tagelangem Stehen nicht in ihrer Intensitat. 

Bei der Verdiinnung mit H,O dagegen nimmt der Farbtiter starker ab, 
als es der Verdiinnung entspricht, der Farbstoff ist somit wasserempfindlich. 
GieBt man etwas von der fertigen Farblésung in viel Wasser und ]4Bt es 
einige Stunden stehen, dann wird die Lésung vollstandig entfarbt, und der 
Farbstoff setzt sich in Form von voluminésen, braunroten Flocken am 
Boden des GefiBes ab. 

Verdiinnt man die schon bei der Reaktion gebildete Farblésung mit 
einer 70vol.-proz. H,SO,, mit der auch die Reaktion angesetzt worden war, 
so zeigt sich, da8 die Farbe streng proportional mit der Verdiinnung 
abnimmt. 

Der Farbstoff geht nach Verdiinnung mit der gleichen Menge Wasser 
beim Schiitteln mit der gleichen Menge Amzyjlalkohol in diesen restlos iiber. 
Wahrend aber beim Stehen in der urspriinglichen Lésung der Farbstoff 
auch nach 24 Stunden seine Intensitét nicht andert, wird seine Lésung in 
Amylalkohol schon nach kurzer Zeit viel dunkler. Stellt man die Reaktion 
mit sehr verschiedenen Zuckerlésungen an und extrahiert den Farbstoff 
aus jeder Probe mit derselben Menge Amylalkohol, so erscheinen die ein- 
zelnen Proben der amylalkoholischen Lésung nach mehrstiindigem Stehen 
viel weniger verschieden, als es dem Verhiltnis der Glucosekonzentration 
der Lésungen, aus denen sie gewonnen wurden, entsprechen wiirde. 


b) Verhalten anderer Kohlehydrate. 


Samtliche folgenden Substanzen wurden (bis auf Hexosephosphor- 
siure) im Vakuumexsikkator iiber Chlorcalecium bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. 

1. Galaktose. Eine Lésung von 0,02proz. Galaktose verhalt sich 
zu einer gleichkcnzentrierten Glucoselésung wie 20: 20,8. Man kann 
somit den Farbtiter von Dextrose und Glucose als ungefihr gleich be- 
trachten, da der Fehler von 4 Proz. in die Fehlerbreite fallt. 

2. Fructose (Praparat Schering). Es wurde eine 0,024-, 0,020- und 
0,012 proz. Lésung von Fructose mit einer ebenso konzentrierten Lésung 
von Dextrose verglichen. 0,024proz. Fructose verhalt sich zu einer 
gleichen Glucoselésung wie 15: 13,1, eine 0,020proz. Fructoselésung 
zu Glucose wie 15 13,4, eine 0,012proz. Fructose verhalt sich zu einer 
gleichen Glucose wie 15: 13,2. Es gibt also die Fructose eine im Mittel 
um 12 Proz. stirkere Farbe als die gleichkonzentrierte Glucoselésung. 

Dabei ist zu bemerken, daB in den mit Fructose angesetzten Proben 
die braune Farbe schon in der ersten Minute des Erhitzens auftritt, wo 
die Temperatur etwa bis zu 70° gestiegen ist. Hexosephosphorsaures Ca 
und Saccharose verhalten sich in bezug auf den Zeitpunkt des Auf- 
tretens der braunen Farbe ebenso. Dagegen beginnt die Farbung der 
Glucose erst am Ende der dritten Minute des Erhitzens sich bemerkbar 
zumachen. Die Temperatur hat in diesem Zeitpunkt 100° bereits erreicht. 
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3. Di- und Polysaccharide. Es wurden untersucht: Lactose, 
Maltose, Saccharose, Mercksches Dextrin, lésliche Starke und Glykogen 
von Schuchardt. Es wurde dabei so vorgegangen, daB 10 ccm einer 
Lésung von 0,05 Proz. dieser Substanzen mit 2,75ccem 10proz. HC! 
versetzt wurden, so da die Gesamtkonzentration an HC! jetzt 2,2 Proz. 
war. Diese Lésung wurde durch 3 Stunden auf dem Wasserbad bei 100° 
hydrolysiert. Sodann wurde die Lésung in ein MeBkélbchen von 20 cem 
tibergespiilt und aufgefiillt. Diese Lésungen, die gegeniiber den Ausgangs- 
lésungen auf das Doppelte verdiinnt waren, wurden nun kolorimetrisch 
mit 0,025proz., nicht hydrolysierten Lésungen derselben Stoffe ver- 
glichen. Die Tabelle IV zeigt die Werte. 











Tabelle IV. 
| Wert Wert nach 4 ae Wert | Wert ch d 
Substanz Hyarctpoe Hydrolyse |  Substanz Hyaeclyee ‘Hydrolyse 
Proz. Proz. Proz. Proz. 
Lactose . . || 0,025 00247 |Dextrin. .| 0,025 0,0251 
Maltose . . || 0,025 00246 |Starke .. 0,025 0,0252 
Saccharose || 0,025 0,0255 Glykogen . 0,025 | 00249 


Es ergibt sich somit das wichtige Resultat, daB Aydrolysierbare 
komplexe Kohlehydrate nach einer dreistiindigen H ydrolyse mit verdiinnter 
HCI mit Indol und H,SO, dieselbe Farbstarke wie vor der H ydrolyse geben. 
Durch eine derartige Hydrolyse werden nun komplexe Kohlehydrate 
zur Ginze in Monosaccharide umgewandelt. Das kann entweder darauf 
beruhen, daB die komplexen Kohlehydrate schon in der ersten Minute 
des Erhitzens mit der 70vol.-proz. H, SO, in Ghicose gespalten werden, 
oder daB die zu einem Molekiil verketteten Monosaccharide mit Indol 
und H,S 0, genau so reagieren, als ob sie frei waren. 


Da bereits verhaltnismaBig geringfiigige Verinderungen am Glucose- 
molekiil, wie z. B. der Ersatz einer Hydroxylgruppe durch eine Amino- 
gruppe wie im Glucosamin oder eine Oxydation in einem endstandigen 
C-Atom, wie bei den Glucuronsiuren oder der Gluconsiure schon sehr 
wesentliche Verinderungen der Farbintensitaét der Reaktion bewirken, 
so miiBte man in dem letzteren Falle annehmen, daB das Zusammen- 
treffen mehrerer Hexosemolekiile zu einem Polysaccharid gerade die- 
jenigen Atomgruppierungen unberiihrt l46t, die fiir das Zustande- 
kommen dieser Reaktion maBgebend sind. Es besitzen somit alle Di- 
und Polysaccharide, die nur Glucose oder Galaktose enthalten, denselben 
Farbtiter wie eine entsprechende Menge Glucose. Die Saccharose hin- 
gegen gibt entsprechend ihrem Fructosegehalt einen etwas héheren 
Wert, ungefaihr um 6 Proz. 
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Fiir die Bestimmung der Kohlehydrate in Kérpersiften ist diese 
Tatsache von entscheidender Bedeutung, denn sie erméglicht es, 
?lykogen zusammen mit der Glucose ohne vorherige H ydrolyse des ersteren 
mit verdiinnter Mineralsiure, wie sie bisher notwendig war, durch 
Vergleich mit einem Traubenzuckerstandard nebeneinander zu_be- 
stimmen. 


4. Pentosen. Es wurde nur Arabinose untersucht, da uns keine 
anderen Pentosen zur Verfiigung standen. Da aber die Galaktose sich 
genau so verhalt wie die Glucose, so ist anzunehmen, daB auch Xylose 
und Ribose sich nicht anders verhalten wie Arabinose, da sie sich bloB 
sterisch von dieser unterscheiden. Die Arabinose gibt eine Farbe, die 
sich von der Farbe, die man bei Verwendung der Hexosen erhalt, durch 
einen gelben Stich des braunen Farbtones unterscheidet, waihrend die 
Hexosen eine rein braune Farbe liefern. Die Farbe ist in Lésungen von 
tiber 0,05 Proz. Arabinose der Konzentration annahernd proportional, 
in schwacheren Lésungen nimmt die Farbe weniger stark ab, als dem 
Gehalt an Arabinose entspricht. 


c) Verhalten von Substanzen, die durch geringe Anderungen des Zuckermolekiils 
aus diesem gebildet werden. 


Wir untersuchten nun auch noch eine Reihe von Kérpetn, die entweder 
von den Hexosen abstammen oder Hexosen im Verbande ihres Molekiils 
enthalten. Wir wollten uns zunadchst Klarheit dariiber verschaffen, welchen 
Einflu8 Anderungen an gewissen Atomgruppen des Hexosemolekiils auf 
die Farbstarke der Reaktion besitzen. AuBerdem waren diese Unter- 
suchungen fiir uns auch vor allem deshalb von Interesse, weil einige dieser 
Kérper in Organen und Kérpersiéften enthalten sind und méglicherweise 
die Bestimmung der Kohlehydrate in Organen und Kérperséften stéren 
kénnten. Endlich wollten wir feststellen, ob es nicht mit Hilfe der Indol- 
H,S0O,-Reaktion méglich ware, die in einem komplexen Molekiil, z. B. 
Nucleinséuren und EiweiSstoffen enthaltenen Kohlehydrate quantitativ 
bestimmen zu kénnen. Deshalb untersuchten wir diese Stoffe nicht nur fiir 
sich allein, sondern auch in Mischungen mit Glucose. Wir priiften Glucon- 
siure, Schleimséure, Glucuronséureanhydrid, Glucosaminchlorhydrat, 
Chitosanchlorhydrat, chondroitinschwefelsaures Na, Methylglucosid, Hexose- 
diphosphorsaéure, Ovalbumin, Seralbumin, hefenucleinsaures Na und eine 
tierische Nucleinsaure. 

1. Gluconsdure. Als Praiparat verwendeten wir gluconsaures Ca, das 
im hiesigen Institut dargestellt worden ist. Eine 0,02proz. Lésung von 
gluconsaurem Ca gibt einen kaum sichtbaren Farbton, der sich nur um 
eine Spur von der Indoleigenfarbe unterscheidet. Eine 0,4proz. Lésung 
gibt eine gelbbraune Farbe, die mit der Zuckerfarbe nur schwer verglichen 
werden kann und in ihrer Intensitét ungefahr einer 0,01 proz. Zuckerlésung 
entspricht. 

2. Schleimsdure. Verhalt sich wie Gluconséure. 


3. Glucuronsdureanhydrid. Das Praéparat verdanken wir der Liebens- 
wiirdigkeit des Geh.-Rats Prof. Hans Horst Meyer vom Wiener phar- 
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makologischen Institut. Zuerst wurde die Proportionalitaét festgestellt ; 
eine 0,lproz. Lésung verhielt sich zu einer 0,066proz. wie 20: 13,5 (statt 
13,3), zu einer 0,05proz. Lésung wie 20 : 10. Die Farbintensitaét der Glucuron- 
sdurefarbe ist ihrer Konzentration proportional. Eine 50 mg-proz. Glucuron- 
sdurelésung verhielt sich zu einem 0,02proz. Zuckerstandard wie 18,2: 20. 
Sie entspricht somit einem Wert von 18,2mg-proz. Glucose. Das Praparat 
gibt also eine Farbe, die nur 36 Proz. der Farbe einer gleichstarken Glucose 
entspricht. Es wurde nun auch untersucht, ob die Glucuronsdurefarbe 
auch in einer Lésung voll erscheine, in der neben Glucuronséure auch 
Glucose ist. Eine Lésung, die in 100cem 17,3 mg Glucose und 33,3 mg 
Glucuronsaureanhydrid enthielt, gab eine Farbe entsprechend 0,029proz. 
Glucose. Es ist dies somit der volle theoretische Wert. Glucuronsdure 
reagiert also wie die Hexosen, nur gibt sie einen bedeutend geringeren 
Farbtiter. 

4. Glucosaminchlorhydrat (Praiparat Kahlbaum). Eine 0,02 proz. Lésung 
gibt fast keine Farbe. Eine 0,5proz. Lésung gibt eine deutliche Farbung, 
sie verhalt sich zu einem Zuckerstandard von 0,024 Proz. wie 10: 19,6, sie 
entspricht somit einem Wert von 0,012proz. Glucose. Glucosamin hat also 
einen Farbtiter, der 40mal kleiner ist als der Titer einer gleichen Menge 
Glucose. Befindet sich das Glucosamin zusammen mit Glucose in Lésung, 
so wird ein betrachtlicher Teil der Glucosaminfarbe durch die Gegenwart 
von Glucose ausgeléscht. Glucosamin reagiert also hier ganz anders als 
die Hexosen. 

5. Chitosanchlorhydrat (Praparat des Instituts). Eine 0,2proz. Lésung 
gibt eine kaum wahrnehmbaré Farbe. Die Gegenwart von 0,08 proz. Chitosan 
in einer Glucoselésung von 0,01 Proz. ist fiir die Starke der Glucose ohne 
jede Bedeutung, sie wird vielmehr vollkommen ausgeléscht. 


6. Chondroitinschwefelsaures Natron (Praéparat des Instituts) in heiBem 
Wasser gelést. Eine 0,075proz. Lésung verhalt sich zu einer 0,022proz. 
Dextroselésung wie 13:20; sie entspricht also 0,014proz. Glucose. Das 
Praparat gibt somit einen Farbwert, als ob es etwa 20 Proz. Glucose ent- 
halten wiirde. 

7. Methylglucosid. Eine Methylglucosidlésung gibt 96,4 Proz. der 
Farbung einer gleichkonzentrierten Glucoselésung. Da das Molekular- 
gewicht der Glucose zu dem des Methylglucosids sich wie 96,4: 100 verhalt, 
so zeigt sich, daB ein Molekiil Methylglucosid genau dieselbe Farbe gibt 
wie ein Molekiil Hexose. 


8. Hexosediphosphorsaures Ca.. Verwendet wurde das Kandiolin von 
Bayer. Das Salz wurde in 2 Proz. HCl gelést. Eine 0,06proz. Lésung 
verhjelt sich zu einer 0,024proz. Glucoselésung wie 15 : 14,5; eine 0,030 proz. 
Lésung verhielt sich zu einer 0,012proz. Glucoselésung wie 20: 19,1; eine 
0,015proz. Lésung zu einer 0,006proz. Glucoselésung wie 20: 19,2. Eine 
Lésung von Hexosephosphorséure gibt also im Mittel einen Wert ent- 
sprechend 41,7 Proz. der gleichkonzentrierten Glucoselésung. Da das 
Molekulargewicht unseres Salzes 434 betragt, so ist das Verhaltnis der 
Molekulargewichte von hexosediphosphorsaurem Ca zu Glucose wie 
100 : 41,4. 


Ein Molekiil der Hexosephosphorsdure gibt also mit Indol und H,SO, 
eine solche Farbe, als ob das in ihm vorhandene Kohlehydrat frei reagieren 


wiirde. 
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Unter diesen aufgezihlten Substanzen verhalten sich Glucuron- 
siure, Methylglykosid und Hexosephosphorsiure wie die Hexosen, 
indem sie auch in starken Verdiinnungen eine deutliche braune Farbe 
geben, die annahernd proportional ist und durch Ghucosezusatz nicht 
ausgeléscht wird. 


d) Die Farben von EiweiBkérpern und Nucleinsdure. 


1. Ovalbumin. Ein 44 g Ovalbumin (Prdparat Merck) wurde in 100 ccm 
n/10 NaOH gelést. Diese Lésung verhielt sich zu einer Glucoselésung von 
0,022 wie 20:21. Sie entsprach somit 0,0207 Proz. Glucose. Auf Glucose 
umgerechnet enthalt das Albuminpraparat.somit 4,2 proz. Kohlehydrat. 


1 g Ovalbumin Kahlbaum wurde in 100 cem n/10 NaOH gelést. Diese 
Lésung verhielt sich zu einer Zuckerlésung von 0,03proz. Glucose wie 
15: 19,7; auf Glucose umgerechnet, enthielt das Priparat somit 2,33 Proz. 
Glucose. 2g Ovalbumin (Kahibaum) wurden mit 100ccm destilliertem 
H,O einige Stunden geschiittelt. Dann das nicht geléste Albumin ab- 
zentrifugiert, in der Lésung der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt und 
nach Multiplikation mit 6,25 die Konzentration des Albumins annéhernd 
mit 1,57 Proz. ermittelt. Der Farbtiter dieser Lésung nach der Indol- 
H,S0O,-Reaktion verhielt sich zu dem einer Glucoselésung von 0,029 Proz. 
wie 12,3: 10, entsprechend einem Kohlehydratgehalt von 2,28 Proz., in 
guter Ubereinstimmung mit dem vorigen Wert. Proportionalitétsversuch 
mit Ovalbuminlésung: Eine Lésung von 1,57 Proz. Albumin verhielt sich 
zu einer Lésung von 0,78 Proz. wie 19,2:10. Die Farbstarke ist als an- 
nahernd der Konzentration proportional. 


Zusatzversuch mit Zucker. Eine Lésung von 0,78 Proz. wurde mit dem 
gleichen Volumen einer Lésung von 0,029proz. Glucose vermischt. Diese 
Lésung verhielt sich zu einer Lésung von 0,0358 Proz. Glucose wie 10: 16. 
Daraus ergibt sich, da8 sich die von Ovalbumin stammende Farbe zur 
Glucose in Gemisch beider Stoffe vollkommen addiert. 5ccm einer Lésung von 
1,57proz. Ovalbumin wurde mit soviel 10proz. HCl versetzt, daB die Kon- 
zentration daran 2,2 Proz. betrug, und in ein Wasserbad gestellt. Nach 
2 Stunden wurde die Lésung auf 10 ccm aufgefiillt und mit einer 0,78 proz. 
Ovalbuminlésung kolorimetrisch verglichen. Es zeigte sich dabei Farben- 
gleichheit der beiden Lésungen. Das im Ovalbumin enthaltene Kohle- 
hydrat erleidet somit durch eine 2,2proz. Salzséurehydrolyse keine der- 
artige Veranderung, die die Reaktion mit Indol und H,SO, beeinflussen 
wiirde. 


2. Seralbumin. 2g Seralbumin (Merck) wurden ebenso wie Ovalbumin 
mit 100ccm destilliertem H,O einige Stunden geschiittelt, die Lésung 
abzentrifugiert und mit Kjeldahl der EiweiBgehalt der Lésung als annahernd 
1,97 Proz. ermittelt. Der Farbtiter dieser Lésung verhielt sich zu der eirer 
0,024proz. Glucoselésung wie 15:20, entsprach also einem Kohlehydrat- 
gehalt des Praiparats von 1,08 Proz. Eine Seralbuminlésung von 0,98 Proz. 
verhielt sich zu einer ebensolchen 1,97proz. wie 10,8: 20, die Farbstarke 
ist mithin der Konzentration annaihernd proportional. Bei einem Glucose- 
zusatzversuch zu einer Seralbuminlésung, so daB ihre Konzentration an 
Glucose 0,012 Proz. und an Seralbumin 0,98 Proz. war, wurde festgestellt, 
daB sich die beiden Farben fast vollkommen addieren. Ein Hydrolysen- 
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versuch mit 2,2 Proz. HCl zeigte, daB die Hydrolyse keinen Einflu8 auf 
den Farbtiter besitzt. 


3. Tierisches nucleinsaures Na. Es stand uns ein Praéparat von 
nucleinsaurem Na zur Verfiigung, das von Prof. Levene (New York, Rocke- 
feller) dem hiesigen Institut in liebenswiirdiger Weise zur Verfiigung 
gestellt worden war. Eine Lésung von 0,4 Proz. des Praparats verhielt 
sich zu einer Lésung von 0,03proz. Glucose wie 16,8: 17,7, eine Lésung 
von 0,2proz. nucleinsaurem Na verhielt sich zu einer solchen von 0,4 wie 
13:20. Die Farbe ist somit der Konzentration an Nucleinsadure nicht 
proportional. 

EinfluB der Hydrolyse mit 2,2 proz. HCl auf den Farbtiter der Nuclein- 
sdurelésung. Versetzt man eine Lésung von nucleinsaurem Na mit so viel 
10proz. Salzséure, daB die Konzentration an HCl 2,2 Proz. betragt, so 
fallt die Nucleinséure aus, stellt man die salzsaure Lésung fiir 3 Minuten 
ins kochende Wasserbad, so list sich die Nucleinsiure wieder vollstandig 
auf. Diese Lésung zeigt nun bei der Indol-H, 8 0,-Reaktion ein Anwachsen 
des Farbtiters gegeniiber der nicht mit HC] versetzten Lésung von nuclein- 
saurem Na um 30 Proz. Lat man eine Lésung statt durch 3 Minuten 
durch 10 Minuten im Wasserbad stehen, so bemerkt man kein weiteres 
Anwachsen des Farbtiters. Lat man die salzsaure Lésung durch 2 Stunden 
im Wasserbad, so zeigt sich wieder ein Absinken des Farbtiters von seinem 
héchsten Wert, etwa um 20 Proz., also noch immer ein um 10 Proz. héherer 
Wert als bei der nicht hydrolysierten Lésung. 

Hefenucleinsaures Natrium. Eine 0,4proz. Lésung von hefenuclein- 
saurem Na gibt mit Indol und H,SO, erhitzt eine Farbe, die der Farbe der 
Pentosen entspricht und in der Starke einer Lésung von 0,1] proz. Arabinose 
gleicht. Es wurde hier Arabinose als Standardlésung verwendet, da man 
annimmt, da8 eine Pentose das in der pflanzlichen Nucleinsiure vorhandene 
Kohlehydrat ist. Entsprechend der Annahme Levenes, da8 ein Molekiil 
Nucleinsaéure vier Molekiile Pentose enthalt, ware zu erwarten gewesen, daB 
die Farbkraft etwa 40 Proz. der gleichen Menge Pentose ausmachen wiirde. 
In Wirklichkeit macht sie aber nur 25 Proz. aus. In dem Konzentrations- 
gebiet von 0,2 bis 0,4 Proz. ist die Farbe der Konzentration proportional. 
Im Gegensatz zu den tierischen Nucleinséuren zeigt sich hier bei ganz 
kurzdauernder Hydrolyse mit 2,2proz. Salzséure im siedenden Wasserbad 
kein Ansteigen des Farbtiters. , 


e@) Die Spezifitat der Reaktion. 


Weehuyzen und Fleig geben an, daB diese Reaktion fiir Kohle- 
hydrate spezifisch ist. Von den EiweiBkérpern sollen sie nur diejenigen 
geben, die beim Kochen mit Sauren Furfurol bilden. Wir haben ge- 
funden, daB von einer Spezifitat, wie sie von diesen Autoren behauptet 
worden ist, keine Rede sein kann. Sehr viele organische Substanzen, 
wie die verschiedenen Aminosauren, Fette und Glycerin geben mit 
H,S0, und Indol in einer Konzentration von 1 Proz. und dariiber eine 
gelbe bis gelbbraune Farbe, die sich von den Farbténen, wie sie mit 
ganz verdiinnten Lésungen von Hexose auftreten, im Farbton wesentlich 
unterscheiden und deswegen schwer verglichen werden kénnen. 
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Eine angenaherte Schatzung gibt z. B. fiir Tyrosin, Glycerin, Alanin 
eine Farbintensitat, die ungefaihr 100 mal kleiner ist als die einer gleichkonzen- 
trierten Hexoselésung. Z.B. gab eine lproz. Alaninlésung eine Farbe, die 
ungefahr einer 0,01 proz. Glucose entspricht. Eine 0,4proz. Lésung von 
harnsaurem Na ergab eine Reaktion, die in ihrer Farbintensitat ebenfalls 
etwa einer 0,0lproz. Glucoselésung entsprach. Eine 5proz, Caseinlésung 
ergab mit H, SO, und Indol erhitzt, eine gelbe Farbe, die in ihrer Intensitat 
etwa einer 0,009 proz. Glucoselésung entsprach. Eine viel starkere Reaktion 
zeigt der Acetaldehyd, von dem eine 0,25proz. Lésung eine orangebraune 
Farbe gab, die einer 0,04proz. Zuckerlésung entsprach. Hier war das 
Verhiltnis der Farbstarke Acetaldehyd zu Glucose wie 1: 6. Das Verhalten 
des Acetaldehyds legte den Gedanken nahe, daB auch die Milchsdure, die 
beim Erhitzen mit konzentrierter H,SO, in Acetaldehyd bzw. Paraldehyd 
iibergeht, eine entsprechende Reaktion mit H, SO, und Indol geben kénnte. 
Diese Vermutungen bewahrheiteten sich nicht, denn als wir Milchséure 
daraufhin untersuchten, stellte sich heraus, daB sie erst in sehr hohen 
Konzentrationen, etwa 1 Proz., eine schwache Farbe gibt. Ganz ahnlich 
verhalten sich Aceton und $-Ozxybuttersdure. Ebenso gaben Cholesterin und 
Kreatin gelbe Farbungen von derselben GréBenordnung wie Casein und die 
Aminosauren. 


Ergeben auch diese Versuche, da8 man von einer absoluten Spezifitat 
der Reaktion fiir Kohlehydrate nicht sprechen kann, da auch viele andere 
K6érper mit Indol und H,S0, eine Farbreaktion geben, so kann man doch 
von einer relativen Spezifitat der Reaktion fiir Kohlehydrate sprechen. 
Denn alle die anderen Stoffe, die mit Indol und H,SO, reagieren und die 
im Blute und Organen neben Kohlehydraten vorkommen kénnen, geben 
diese Reaktion erst in so hohen Konzentrationen, wie sie praktisch nicht 
in Betracht kommen. Priift man Aminoséuren, Glycerin, Cholesterin 
und Harnséure auf ihre Reaktionsfaihigkeit mit H,SO, und Indol in 
solechen Konzentrationen, wie sie im Blute oder Organhydrolysaten 
vorkommen, so ergeben sie alle eine schwache, kaum wahrnehm- 
bare Farbe. Nun kénnte man allerdings einwenden, daB, wenn z. B. 
Aminoséuren eine 100mal schwiachere Farbe geben als die Glucose, 
eine 0,1 proz. Aminosdurelésung somit einer 0,001 proz. Glucoselésung 
entspricht und zwar fiir sich allein eine aéuBerst schwache Farbe gibt, 
daB sich aber eine Reihe von solchen Farben von _ verschiedenen 
Kérpern, die im Blute vorkommen, addieren und so die Reaktion 
empfindlich stéren kénnten. 


Die Konzentrationen der Aminosduren im Blute kéanen bei Leber- 
erkrankungen bis 1 Proz. betragen. Die Konzentration der Fette endlich 
und des Cholesterins macht zusammen einige Zehntel Prozent aus. Wenn 
nun diese Stoffe eine 30 bis 100mal schwiachere Farbe geben als der Trauben- 
zucker, so wiirde sie doch bei der Traubenzuckerbestimmung im Blute einen 
Fehler von 4 bis 5 Proz. bedingen, das allerdings unter der Voraussetzung, 
daB erstens die Farbe jedes einzelnen Stoffes bis zu einem gewissen Grade 
seiner Menge proportional ist und zweitens, daB die Farben dieser Stoffe 
sich untereinander addieren, drittens, daB diese Stoffe auch in Gegenwart 
von Traubenzucker mit Indol eine ihrer Menge vollkommen entsprechende 
Farbe ergeben. 


Um diese Fragen zu entscheiden, haben wir die folgenden Versuche 
gemacht. 
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{) Versuche tiber den EinjluB von Beimengungen nicht kohlehydratartiger 
Substanzen auj den Farbentiter von Kohlehydraten. 


l. Versuche mit Alanin. 


Von einer 0,09proz. Traubenzuckerlésung wurde je 1 cem mit 5 ccm 
einer lproz. Alaninlésung und 5 ccm destilliertem Wasser versetzt. Von 
diesen Gemischen, von denen jedes 0,015 Proz. Glucose enthielt, wurde 
mit je 1 ccm die Indolreaktion angesetzt. Die Farbintensitaét war in beiden 
Proben die gleiche. Es zeigte sich also, daB ein Gehalt von 0,84 Proz. Alanin 
auf die Reaktion einer 0,015proz. Zuckerlésung keinen Einflu8 mehr hat. 
Die Alaninlésung wiirde, fiir sich allein angewendet, einer Glucoselésung 
von 0,008 Proz. entsprechen. Bei einer Addition beider Farben miifte 
eine Erhéhung um 50 Proz. auftreten, die also hier vollkommen fehlt. 


2. Versuche mit Casein. 


Je lccm einer 0,09proz. Zuckerlésung wurde mit 5 ccm einer 5proz. 
einer 2proz. und einer 0,5proz. Caseinlésung und mit H,O versetzt. Von 
jedem dieser Gemische wurde mit je 1 cem die Indolreaktion angesetzt. 


Konzentration der mit destilliertem H,O  ver- 


setzten Zuckerlésung ...... 0,015 Proz. 
A. Farbintensitét mit 5proz. Casein. .... . . 0,0172 ,, 
B. 99 — a= ins Sera: lc wl 
C. ” » % » ell 


Die Konzentration des Caseins in der Probe A entsprach somit 4,2 Proz. ; 
da eine 5proz. Caseinlésung eine Farbe gibt, die ungefahr 0,009 proz. Zucker 
entspricht, so wiirde auch unter der Voraussetzung, daB in einem Intervall 
von 5 bis 4,2 Proz. die Farbe dem Caseingehalt proportional ist, der auf 
das Casein entfallende Anteil der Farbstarke etwa 0,0075 Proz. Glucose 
entsprechen, d. h. die mit Casein versetzte Probe A miifte eine Erhéhung 
gegeniiber der Kontrolle um 50 Proz. zeigen. Tatsachlich betrug sie nur 
15 Proz. Auch hier eine wesentliche Herabsetzung der Eigenreaktion des 
Caseins. Sinkt der Caseingehalt einer 0,015 proz. Zuckerlésung unter 1,5 Proz., 
so ist tiberhaupt keine Beeinflussung der Zuckerfarbe festzustellen. 


3. Caseinhydrolysate. 

: Eine lproz. Lésung von Na-Caseinat wurde mit so viel HCl versetzt, 
daB die Lésung zum SchluB 2,2 Proz. salzsauer war. 3 Stunden wurde 
auf dem Wasserbad erhitzt, dann abfiltriert, dann je 1 ccm einer 0,] proz. 
Glucoselésung mit je 5 cem bzw. 10 cem des Na-Caseinhydrolysats versetzt, 
zugleich wurden zwei gleiche Proben mit 5 bzw. 10 cem Aqua dest. versetzt. 
Die Glucosekonzentration der Lésungen war in den Proben 0,0166 und 
0,009 Proz. Von den vier Proben wurden je 1 ccm entnommen und die 
Indolreaktion angesetzt. Der Zusatz des Hydrolysats iibte in keiner Probe 
einen Einflu8 auf die Farbstirke der Dextrose aus. 


4. Mischungsversuche mit Aceton. 


Je 1 ccm einer 0,09proz. Glucoselésung wurde mit 5 ccm einer 0,05proz., 
wisserigen Acetonlésung bzw. 5 ccm Aqua dest. vermischt. Beide Proben 
wurden miteinander verglichen, die mit Aceton versetzte Glucoselésung 
zeigte einen um 5 Proz. héheren Farbton als die Leerprobe. 
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5. Uber die Reaktion von Gemischen verschiedener im Blute 
vorkommender Substanzen und ihre Verwendung zu Mischungs- 
versuchen. , 

Wir haben auch eine Reihe von Versuchen gemacht, in denen wir 
Zuckerlésungen Gemische verschiedener, im Blute befjndlicher Sub- 
stanzen hinzufiigten und dann feststellten, ob der Farbtiter der Glucose- 
lésungen durch diese Beimischungen verindert wurde. Da aber die 
Zusammensetzung des Blutes schon bei normalen Individuen und noch 
mehr unter pathologischen Verhiltnissen, wie Leber- und Nieren- 
krankheiten und Diabetes variiert, stellten wir drei verschiedene 
Mischungen aus solchen Substanzen, die in gréBerer Menge im Blut 
vorkommen, her, und zwar enthielt Mischung I die einzelnen Sub- 
stanzen in solchen Mengen, wie sie nach den héchsten in der klinischen 
Literatur vorhandenen Zahlenangaben im sechsfach verdiinnten Blute 
vorkommen. Mischung II entsprach einer ebensolchen Blutmischung 
bei Nieren-, Mischung III bei Leberkrankheiten. 

Diese Gemische verschiedener im Blute vorhandener Substanzen 
wurden mit Zuckerlésungen von bekanntem Gehalt folgendermaBen 
vermischt: leccm einer Zuckerlésung von 0,09proz. Glucosekonzen- 
tration wurde mit je 5 ccm destilliertem H,O, Mischung I, Il und III 
versetzt. Die Konzentration der Glucose in den so hergestellten Lé- 
sungen war 0,015 Proz. Mit diesen Proben wurde nun die Indol-H,50,- 
Reaktion angesetzt und der Farbtiter der einzelnen Lésungen mit- 
einander verglichen. In derselben Weise wurden Lésungen von 0,012, 
0,008 und 0,006 proz. Glucose durch entsprechende Verdiinnung einer 
0,09 proz. Glucoselésung einerseits mit destilliertem Wasser, andererseits 
mit den drei Mischungen hergestellt. Die Lésungen der Glucose in den 
drei Mischungen zeigten genau denselben Farbtiter wie die Lésungen in 
destilliertem H,O. Es zeigt sich somit, dap die im Blute in gréferer 
Menge vorkommenden Substanzen auf keinen Fall selbst in pathologischen 
Fallen die Bestimraung der Kohlehydrate im Blute zu stéren imstande sind. 


6. Einflu8B der Beimischungen von Salzséure zur Glucose- 
lésung. 

Da die Zuckerindolreaktion beim Ansetzen mit HCl statt mit H,SO, 
einen mehr gelbbraunen Farbton gibt, der sich von dem mit H,SO, er- 
haltenen rein braunen Farbton unterscheidet, war es naheliegend, zu unter- 
suchen, ob nicht schon kleine Mengen HCl einen Einflu8 auf Farbton und 
Intensitét der Indol-H,SO,-Reaktion aufweisen. Dies war von um so 
gréBerer Wichtigkeit, weil ja bei Bestimmung der Gesamtkohlehydrate in 
Organen man zu einer Hydrolyse der Organe in 2,2proz, Salzsdure greift, 
die Bestimmung des Zuckers also in diesem Falle in einer salzsaiurehaltigen 
Lésung erfolgt. 

Je leem einer 0,09proz. Glucoselésung wurde mit je 5ccm einer 
2,4-, 1,2-, 0,6proz. HCl und 5cem destilliertem H,O versetzt. Die mit 
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destilliertem H,O und 0,6 Proz. HCl versetzte Lésung zeigte keinen Unter- 
schied in der Intensitaét und Qualitat der Farbe, die zwei anderen Lésungen 
zeigten eine Abschwachung der Farbe, die zugleich einen Stich ins Gelbliche 
bekam. Die Abschwdchung betrug bei der Mischung mit 1,2 Proz. HCl 
7 Proz., bei der anderen sogar 12 Proz. 

Enthalt also eine Glucoselésung, die man mit einer Standardlésung 
vergleichen will, iiber 4 Proz. HCl bzw. NaCl, so muB man der Standard- 
lésung so viel HCl zusetzen, da8 ihre Konzentration derjenigen in der 
anderen Lésung ungefahr gleicht. 

Aus all diesen Mischungsversuchen geht hervor, daB man die Reaktion 
als spezifisch fiir Kohlehydrate ansehen kann, in Fallen, in denen die 
Konzentration von anderen organischen Substanzen nicht eine verhdltnis- 
maBig zu groBe ist. In Organhydrolysaten und Kérpersdften ist auch unter 
pathologischen V erhdltnissen die Relation der Konzentrationen der anderen 
organischen Substanzen zu der der Glucose keine solche, daB dadurch die 
Farbstirke der Kohlehydrate beeinfluBt werden kénnte. Es sprechen 
also auch diese Mischungsversuche und Untersuchungen der Spezifitat 
der Reaktion der Kohlehydrate mit Indol und 77,5 vol.-proz. H, SO, dafiir, 
sie als Prinzip einer kolorimetrischen Bestimmungsmethode fiir Kohle- 
hydrate zu verwenden. 

Die Reaktion der Kohlehydrate mit Skatol und konzentrierter 
Schwefelsiure zu untersuchen, erwies sich als wenig aussichtsreich, da 
Skatol mit Schwefelsiure allein erhitzt, eine starke rotviolette Eigen- 
farbe gibt, die bei Gegenwart der Kohlehydrate wohl bedeutend starker 
ist, die starke Eigenfarbe ist aber sicherlich ein Hindernis fiir eine exakte 
Bestimmung. Ahnlich liegen auch die Verhaltnisse sowohl fiir Indol 
als auch fiir Skatol bei Verwendung von 85proz. Phosphorsiure, bei der 
auch starke Eigenfarben ohne Kohlehydrate auftreten, die ebenso wie 
oben durch die Gegenwart von Kohlehydrat noch bedeutend vermehrt 
werden. 


D. Uber die Reaktion von Monohexosen in alkoholischer Lisung mit Indol 
und Schwefelsiure. 


Da bei Bestimmung von Glucose in Lésungen, in denen auBer diesem 
Zucker noch komplexe Kohlehydrate, eventuell noch Eiwei8kérper sich 
befinden, wie es z. B. im Blute der Fall ist, zur Ausfallung dieser beiden 
letzteren Alkohole verwendet wird und so die Filtrate alkoholische Glucose- 
lésungen reprasentieren, so untersuchten wir den EinfluB des Alkohol- 
zusatzes auf die Reaktion des Zuckers mit Indol und Schwefelséiure. Diese 
Reaktion haben wir so angesetzt, da8 wir eine 0,05proz. wisserige Glucose- 
lésung mit 9 Teilen Alkohol vermischt haben. Von diesem Gemisch wurden 
34% cem mit 6cem konzentrierter H,SO, versetzt. Es zeigte sich, daB 
dieses Gemenge nicht einen braunen Farbton, sondern eine rote Farbe 
besaB. Variierte man die Konzentration der zugesetzten H,S0O,, so zsigte 
sich, daB schon bei Verwendung der 90vol.-proz. H,SO, wiederum eine 
braune Farbe resultierte. Ging man mit der Konzentration der H,SO, 
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noch weiter hinunter, so war die braune Reaktionsfarbe immer schwacher, 
ahnlich wie bei den wasserigen Lésungen. 

Was die Abhangigkeit der Farbstarke dieser Reaktion von der Kon- 
zentration der alkoholischen Glucoselésung betrifft, so war es ganz dieselbe, 
wie es bei wasserigen Lésungen bei Verwendung der 77,5vol.-proz. Séure 
der Fall war. Auch bei dieser Lésung stieg der Farbtiter nicht vollkommen 
proportional mit der Konzentration an, sondern auch hier war die Farbe, 
die eine um 100 Proz. starker konzentrierte Lésung gab, nicht um 100 Proz., 
sondern um 100 — 20 = 80 Proz. starker als die erste Lésung, also derselbe 
Unterschied um 20 Proz. 

Es zeigte sich dabei, daB, wenn die Reaktion mit konzentrierter H, SO, 
angesetzt wird, verschieden konzentrierte Lésungen sich nur schwer mit- 
einander vergleichen lassen, weil sie sich nicht nur qualitativ, sondern auch 
in ihrem Farbton unterscheiden, indem die starker konzentrierte Lésung 
rubinrot, die schwachere schwach violettrot erscheint. 

Den roten Farbstoff mit Indol und konzentrierter H,SO, gibt auch 
die Fructose, und zwar ungefahr so stark wie die Glucose. Die Arabinose 
in alkoholischer Lésung dagegen gibt sowohl mit verdiinnter als auch mit 
konzentrierter H, SO, eine braune Farbe. Ebenso weicht dig rote Farbe der 
Glucose einer braunen, wenn auBer Glucose sich noch andere organische 
Substanzen in der Lésung befinden, wie z. B. Seifen, Cholesterin, Amino- 
sduren. Dieser Umstand hindert, die schéne rote Farbe, die ansonsten sehr 
spezifisch ist, fiir eine Bestimmungsmethode zu verwenden. 

Fiir eine Bestimmungsmethode in alkoholischen Lésungen oder Filtraten 
kommt also nur der Vorgang in Betracht, daB man zu 34% ccm der Lésung 
unter scharfer Kiihlung im kalten Wasser oder besser Eis 6cem_ kon- 
zentrierter H,SO, und 0,3cem einer Iproz. alkoholischen Indollésung 
hinzufiigt und 10 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt. Es tritt dann 
eine Farbe auf, die der aus wasserigen Lésungen mit der 75,5vol.-proz. 
H,S0O, entstandenen vollig gleicht. 

Auf der Indolschwefelséurefarbe in wiasseriger Lésung haben wir nun 
ein Verfahren sowohl zur Bestimmung der Gesamtkohlehydrate in Organen 
als auch in Kérperséften aufgebaut, tiber das nun im folgenden berichtet 
werden soll. 

E. Zusammenfassung von II, 

¥ . . = . - . . 

Uberblicken wir sirmtliche Beobachtungen iiber die Reaktionen der 
‘Zucker mit Indol und Skatol, die oben mitgeteilt worden sind, so be- 
merken wir, daB unter diesen Reaktionen zwei Gruppen unterschieden 
werden kiénnen. Zur ersten Gruppe gehéren die Reaktionen in ver- 
diinnten Siéiuren und konzentrierter HCl, zur zweiten die in konzen- 
trierter H,SO,. Diese zwei Gruppen unterscheiden sich voneinander 
durch vier Merkmale: 1. Die Reaktion der Gruppe I geht schon bei einer 
Temperatur von 70 bis 80° vor sich. Setzt man also eine fiir diese Reaktion 
angesetzte Probe ins kochende Wasserbad, so tritt die Farbe schon vor 
Ablauf der ersten Minute auf. Die Temperatur der Probe liegt in diesem 
Zeitpunkt im obenerwihnten Intervall. 

2. Bei der Reaktion I verhalten sich die Hexosen in bezug auf 
Qualitdt des gebildeten Farbstofjfs ganz verschieden von den anderen 
Kohlehydraten und kohlehydratartigen Verbindungen. So geben z. B. 
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nur Hexosen die violette Farbe mit Skatol und konzentrierter HC. 
Die Pentosen, Nucleinsiuren, pflanzliche und tierische, sowie Glucuron- 
siure geben eine braune Farbe, und auch diese in viel schwiaicherem 
Grade als die Hexosen die ihre. Analoges gilt fiir die Reaktion mit 
Indol in verdiinnter HC] und H,SO,. Mit Indol und konzentrierter 
H,SO, dagegen geben sowohl Hexosen wie Pentosen, Nucleinsiuren 
und Glucuronsiure eine braune Farbe. 

3. Bei der Reaktion I gibt Ldvulose und ihre Verbindungen eine 
unvergleichlich stdirkere Farbe als Glucose. Dieser Unterschied ist be- 
sonders groB bei Verwendung von verdiinnter (l0proz.) Salzsaure. 
Darin zeigt sich eine Ahnlichkeit der Reaktion I mit den anderen zur 
irkennung der Fructose bisher verwendeten Reaktionen, z. B. der 
Seliwanoffschen. Nun wird allgemein angenommen, daB die Seliwanoff- 
sche und die analogen Reaktionen auf der Bildung von Oxymethyl- 
furfurol aus Fructose beim Erhitzen mit verdiinnten Sauren beruhen. 
Es bildet sich unter diesem Umstand auch aus Dextrose etwas Oxy- 
methylfurfurol, aber unvergleichlich weniger als aus Livulose. Es 
liegt im Bereiche der Méglichkeit, daB auch die Reaktion der Mono- 
hexosen mit Indol und Skatol in verdiinnter Salzsdure auf Bildung von 
Oxymethylfurfurol zuriickzufiihren ist, da sie ja der Seliwanoffschen 
Reaktion in mancher Bezieliung sehr ahnlich ist. 

4. Bei der Reaktion II zeigen die Di- und Polysaccharide ebenso wie 
Methylglucosid und Hexosephosphorsdure, alles Verbindungen, in denen 
die Zuckermolekiile entweder miteinander oder mit anderen Atom- 
gruppen durch ihre Sauerstoffatome verbunden sind, ein solches Ver- 
halten, als ob die gebundenen Monohexosenmolekiile frei wiren und 
als solche reagierten. Bei der Reaktion I ist das nicht der Fall. Die 
Saccharose gibt z. B. mit Skatol und konzentrierter HCl eine zweimal 
so starke Farbe, als es ihrem Fructosegehalt entspricht. Was die Eignung 
dieser Reaktionen betrif ft, alsGrundlage einer kolorimetrischen Bestimmungs- 
methode der Kohlehydrate in tierischen Organen und im Blute zu dienen, 
8o erscheint nur die Reaktion mit Indol und 771, vol.-proz. H,SO, hierfiir 
verwendbar. Denn bei den Reaktionen mit konzentrierter HCl zeigen 
ja Lésungen gleicher Glucosekonzentration oft bis 12 Proz. abweichende 
Farbwerte. Die Reaktionen mit verdiinnter HCl sind fiir Traubenzucker 
zu wenig empfindlich. Ob sich auf ihnen eine Bestimmungsmethode fiir 
Fructose und Saccharose in Gemischen mit Glucose wird aufbauen lassen, 
soll Gegenstand einer spiteren Untersuchung bilden. 

Die Reaktion mit Indol und 771, vol.-proz. H,SO, hat nur schein- 
bar den Nachteil, daB auch Nichtkohlehydrate in groBer Konzentration 
dabei eine gelbbraune Farbe geben. Wir haben aber gesehen, daB in 
Gemischen mit Glucose die Eigenfarbe dieser Stoffe sich nicht bemerkbar 
macht. Worauf diese ,,Ausléschung” beruht, ist vorléufig unklar. 
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ii!. Methode zur Bestimmung der Gesamtkohlehydrate in Organen. 


Der erste Schritt zur Bestimmung der Gesamtkohlehydrate in 
Organen ist ihre Extraktion aus dem fein zerkleinerten Gewebe. 


Nach den zumeist angewendeten Verfahren wurde sie dadurch bewerk- 
stelligt, daB man den Gewebsbrei durch 2 Stunden auf dem Wasserbad 
mit 2,2 Proz. HCl hydrolysierte. 97 Proz. des Glykogens sollen dabei nach 
Léwi') in Glucose iibergehen, eine Zerstérung der Glucose wihrend dieser 
Zeit nicht in nennenswertem MaBe stattfinden. Aber nach diesem Verfahren 
gehen zweifellos auch Kohlehydrate, die an EiweiB und Nucleoproteide 
gebunden sind, in Lésung. Man ist sowohl iiber die Natur dieser Kohle- 
hydrate, wie auch iiber ihr Reduktionsvermégen nicht ganz im klaren. 
Bestimmt man also das Reduktionsvermégen oder den Farbtiter nach der 
hier angegebenen Methode des in oben beschriebener Weise erhaltenen Gewebs- 
hydrolysats, so wird selbst nach der von Neuberg-Léwi vorgeschriebenen 
Ausfillung der N-haltigen reduzierenden Substanzen ein Teil dieses 
Reduktionsvermégens oder dieses Farbtiters durch diese, aus EiweiSstoffen 
und Nucleinséuren abgespaltenen Kohlehydrate bestimmt. Die Menge der 
Gesamtkohlehydrate in einem Organhydrolysat wird in iiblicher Weise so 
errechnet, daB man diejenige Menge Glucose berechnet, die das gleiche 
Reduktionsvermégen wie das Hydrolysat besitzt. Dieser Wert ist natiirlich 
mit dem wirklichen Wert an Gesamtkohlehydraten nicht ‘identisch. Um 
den letzteren zu erhalten, miiBte ein Extraktionsverfahren gefunden werden, 
das die oben erwahnten Kohlehydratfraktioner in den Organen vonein- 
ander getrennt in Lésung bringt. 

Saho Kose*) hat naimlich gefunden, da8, wenn man Kaninchenleber 
zunadchst in 60proz. KOH zur Auflésung bringt und nach Neutralisation 
mit konzentrierter HC! die Lésung auf 2 Proz. HC] bringt, die saure Lésung 
nun 2 Stunden im Wasserbad erhitzt und dann nach Neuberg-Léwi das Hy- 
drolysat mit Quecksilberacetat ausfallt und nun die gebildete Glucose durch 
Hefe vergart, noch eine Restreduktion gegeniiber alkalischer Cu-Lésung sich 
nachweisen ]46t, die z. B. bei der Kaninchenleber auf Glucose umgerechnet 
0,3 Proz., bei Muskeln 0,2 Proz. des Feuchtgewichts ausmacht. Nun ist 
uns weder das Reduktionsvermégen noch der Farbtiter bei der Indol- 
reaktion von dieser Restreduktion bekannt. Wir sind also.gar nicht imstande, 
ohne vorherige Trenjung der in einem Organ befindlichen einzelnen Kohle- 
hydrate den wirklichen Gesamtkohlehydratgehalt zu bestimmen. 

Was wir bei jeder Gesamtkohlehydratbestimmung in einem Organ- 
hydrolysat in Wirklichkeit bestimmen, ist die Konzentration derjenigen 
Glucoselésung, die sich in bezug auf ihr Reduktionsvermégen bzw. ihren 
Farbtiter nach unserem Verfahren genau so verhalten wiirde, wie das 
Organhydrolysat selbst. Die Kenntnis dieses reduzierten Gesamtkohle- 
hydratgehalts der Organe geniigt aber bei den meisten physiologischen 
Untersuchungen, bei denen es ja in der Regel nicht so sehr auf den absoluten 
als auf den relativen Wert der Gesamtkohlehydrate in Organen ankommt. 
Von dieser Erwigung ausgehend, haben wir fiir die Bestimmung der Gesamt- 
kohlehydrate nach unserem Verfahren fiir ihre Extraktion nicht die von 
Piliiger fiir die Glykogenbestimmung angegebene Auflésung der Organe 
in 60proz. Kalilauge in der Wirme, sondern das oben erwahnte Léwische 


1) Léwi, 1. ce. 
2) Saho Kose, Ber. iiber die ges. Physiol. 22, 239. 
Biochemische Zeitschrift Band 175. 26 
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Verfahren gewahlt, bei dem der Organbrei durch 2 Stunden mit 2,2proz. 
HC! hydrolysiert wird. Dabei gehen sicherlich weniger Kohlehydrate aus 
EiweiBstoffen und Nucleoproteiden in Lésung als bei dem ersteren Ver- 
fahren; aber die vollstandige Extraktion ist vorlaufig fiir physiologische 
Zwecke ohne Bedeutung. 

Durch die oben mitgeteilten Mischungsversuche ist erwiesen worden, 
daB Casein, Caseinhydrolysat, Aminoséuren und noch andere im Blute 
und Organen vorkommende Substanzen, Zuckerlésungen beigemischt, den 
Farbtiter derselben nicht beeinflussen. Es kénnten aber immerhin in 
Organen bzw. deren Salzséurehydrolysaten sich Substanzen befinden, 
deren Beimischungen zu Zuckerlésungen nicht so harmlos sind. 


Es empfahl sich deshalb ein Vergleich zwischen den Werten von 
Organhydrolysaten vor und nach einer Ausfillung der N-haltigen Sub- 
stanzen mit Quecksilberacetat nach Neuberg-Léwi. 


Um dies festzustellen, wurde in einer Reihe von Fallen eine Mauseleber 
fein zerrieben und mit 2,2proz. HC] auf dem Wasserbad erhitzt, das Hydro- 
lysat in einem MeBkélbchen auf 25cem mit destilliertem H,O aufgefiillt 
und durch ein Faltenfilter filtriert. Von dem Filtrat wurden 10 ccm mit 
H,O auf die Halfte verdiinnt (Probe A); 10 ccm wurden neutralisiert, mit 
Quecksilberacetat nach Neuberg-Léwi ausgefallt und mit H,O auf 20 ccm 
aufgefilllt und filtriert (Probe B), dann wurde das Quecksilber mit H,S 
entfernt, vom HgS abfiltriert und der H,S durch Luftdurchleiten aus 
dem Filtrat vertrieben. Mit A und B wurde die Indol-H,S0O,-Reaktion 
angesetzt. In folgender Tabelle ist der Kohlehydratgehalt der Mauseleber 
in der Rubrik 1 aus der Probe A ermittelt, in der Rubrik 2 aus der 
Probe B ermittelt. 





Tabelle V. 
Kohlehydratgehalt der Leber Kohlehydratgehalt der Leber 
Maus ohne Fallung mit Fallung Maus “ohne Fallung mit Fallung 
Proz. Proz. Proz. Proz. 
1 3,21 3,17 4 | 1,83 1,90 
2 2,68 2,75 5 2,44 2,41 
3 4,74 4,73 6 3,61 3,52 





Es zeigt sich also, daB die Unterschiede innerhalb der Fehlerquellen 
liegen. Die Ausfdilung der EiweiBabbauprodukte und Purinbasen im 
Organhydrolysat ist demnach bei Anwendung unseres kolorimetrischen 
Verfahrens entbehrlich. 


Vorschrift fiir die Bestimmung der Gesamtkohlehydrate in Organen. 


Je nach dem erwarteten Kohlehydratgehalt werden 0,1 bis 0,5 g 
lebensfrischen Organs in einer Reibschale fein zerrieben, mit 2 bis 3 cem 
destillierten H,O versetzt, und wird die so entstehende Gewebs- 
suspension in eine Eprouvette gegossen; die Reibschale und Pistille 
werden ein- bis zweimal mit derselben Menge H,O nachgewaschen und 
die Waschfliissigkeit so in die Eprouvette hineingegossen, daB die bei der 
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Uberfiihrung der Suspensicn aus der Reibschale in die Eprouvette an 
der Wand derselben haften gebliebenen Gewebspartikeln herunter- 
gespilt werden. Es wird nun so viel 10 bis 20prez. HC! hinzugefiigt, 
daB die Konzentraticn der Flissigkeit an HC! 2,2 Prez. betrigt. Die 
Eprouvette wird nun mit Zellstoff oder besser Glaswolle verschlossen 
und im Wasserbad unter hiufigerem Umsechiitteln durch 2 Stunden 
erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird der Inhalt der Eprouvette in ein 
MeBkélbchen iibergefiihrt, die Epreuvette mit wenig H,O nachge- 
waschen und damit aufgefiillt. Das Volumen des Kélbchens soll so 
gewaihlt werden, daB die voraussichtliche Kenzentraticn der Kohle- 
hydrate nicht kleiner als 0,005 Proz. und nicht gréBer als 0,05 Proz. sei. 
Der Kélbcheninhalt wird nun durch ein quantitatives Filter (Schleicher 
und Schiill-Blauband) gegossen, da die gewohnlichen Filter kohlehydrat- 
artige Substanzen an das Filtrat abgeben. 


lecem des Filtrats wird mit 9 ccm einer H, SO, versetzt, die man 
sich in der Weise herstellt, daB man 77,5ccm einer konzentrierten 
Schwefelsiure von spezifischem Gewicht 1,84 unter Kiihlung unter 
der Wasserleitung mit destilliertem H,O auf 100 auffillt. Nach 
Zusatz der H,SO, zur kohlehydrathaltigen Fliissigkeit wird abgekihlt 
und nach Erkalten die Lésung mit 0,3 ccm einer 1 proz. alkoholischen 
Indollésung (wir verwendeten Indol Merck) versetzt.! Es wird um- 
geschiittelt und wiederum abgekihlt. Die sorgfaltige Abkiihlung vor und 
nach Zusatz der Indollésung ist von Bedeutung, da sonst schon vor 
dem Erhitzen in dem Wasserbad bei der Beriihrung der alkoholischen 
Indollésung mit der heiBen H,SO, ein brauner Farbstoff sich bildet, 
der die Bestimmung stért. Als Standard benutzt man eine Glucose- 
lésung von bekanntem Gehalt. 


Da bekanntlich bei kolorimetrischen Bestimmungen die Konzen- 
tration des Standards sich méglichst wenig von der Konzentration der 
zu untersuchenden Lésung unterscheiden soll, stellt man sich die je- 
weilige Standardlésung immer frisch durch Verdiinnen einer Vorrats- 
lisung her. Die Vorratslésung bereitet man sich zweckmaBig in der 
Weise, daB man eine 5proz. wisserige Glucoselésung im Verhaltnis 1 : 10 
mit 80proz. Alkohol verdiinnt. Eine solche Lésung ist sehr lange haltbar. 
Die geringe Menge Alkchol, die dabei in die Standardlésung kommt, 
ist fiir die Reaktion chne jede Bedeutung. Bei der Bereitung der 
Standardlésung aus der Vorratslésung muB man so viel HC! hinzufiigen, 
daB die Konzentration in der Standardlésung méglichst gleich derjenigen 
ist, die in der auf ihren Kohlehydratgehalt zu untersuchenden Lésung 
vorhanden ist. 


Die zur Verwendung kommenden Eprouvetten miissen absolut 
trocken und rein sein, sie werden zweckmaBbig mit heiBer H,SO, und 


26* 
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destilliertem Wasser gewaschen. Die Vorfarbe bei der Reaktion mu 
griingelb sein und es diirfen sich keine roten oder braunen Téne zeigen. 
Ist das der Fall, so war entweder die Eprouvette durch gréBere Mengen 
organischer Substanzen verunreinigt gewesen oder das Reaktionsgemisch 
vor und nach Zugabe des Indols zu wenig abgekiihlt worden. 


Fiir die Bestimmung wahIt man zweckmaBig weite lange Eprouvetten, 
um das Durchmischen der Fliissigkeiten bequem bewerkstelligen zu 
kénnen. Man erhitzt in einem siedenden Wasserbad mit herausnehm- 
barem Einsatz fiir ungefahr zehn Eprouvetten, um alle Proben gleichmaBig 
zu erhitzen. Der Einsatz des Wasserbads muB8B so gebaut sein, dai die 
Eprouvetten den Boden des Topfes nicht beriihren, sondern nur auf dem 
Einsatz stehen. Man erhitzt 10 Minuten und stellt nach dem Erhitzen 
den Einsatz mit den Eprouvetten in einen Topf mit kaltem Wasser. 
Die Fliissigkeit in den Eprouvetten soll sich waihrend der ganzen Zeit 
des Erhitzens vollkommen unter dem Spiegel des Wasserbads befinden. 


Man kolorimetriert am besten im Dubosqkolorimeter. Doch kann 
man mit kleineren Anderungen selbstverstindlich auch jedes andere 
Kolorimeter benutzen. 

Da, wie in II beschrieben, das Verhaltnis der kolorimetrisch er- 
mittelten Farbstarken zweier Lésungen nicht vollkommen mit dem tat- 
sichlichen Verhaltnis ihrer Kohlehydratkonzentrationen iibereinstimmt, 
so benétigt man die Anbringung einer Korrektur an dem kolorimetrisch 
gefundenen Verhaltnis, um daraus das tatsichliche zu ermitteln. 

Aus der in II beschriebenen Abweichung von der Proportionalitat 
ergibt sich nimlich durch einfache Prozentrechnung die GesetzmaBig- 
keit, daB man von dem kolorimetrisch gefundenen Verhaltnis der beiden 
Lésungen b/a, wobei b die starker konzentrierte Lésung darstellt (ohne 
Riicksicht darauf, welche von beiden die Standardlésung ist), 0,2 ab- 
ziehen muB und die so erhaltene Zahl durch 0,8 dividieren muB, um das 
tatsichliche Verhaltnis der beiden Konzentrationen zu finden. 

Ein Beispiel soll diese Berechnung erlautern. Ist Farbengleichheit 
erzielt worden, wenn der in die Lésung a eintauchende Keil auf 20 steht 
und der in die Lésung b eintauchende auf 13,3, so ist das kolorimetrisch 
gefundene Verhaltnis der beiden Lésungen b/a gleich 20/13,3, d. i. 1,5, 
15—0,2 = 1,3, 1,3:0,8 = 16,2. Das wahre Verhiltnis der beiden 
Lésungen b/a ist somit gleich 1,62. 


Folgende Tabelle soll die Berechnung erleichtern. Der in die schwichere 
Lésung a eintauchende Keil stehe bei 20, an dem Keil, der in die starkere 
Lésung b eintaucht, wird dann eine der Zahlen der ersten Rubrik abgelesen, 
in der zweiten Rubrik findet sich dann das kolorimetrisch abgelesene Ver- 
haltnis der beiden Lésungen b/a, in der dritten Rubrik das korrigierte, 
tatsaichliche Verhaltnis. 
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Tabelle VI. 





Stand des ‘olorimetrisch : shlic Stand des Kolorimetrisc sachliche 
yoke J je aa bia es a tens’ A emg i bia 
19 1,05 1,06 11 1.81 201 
18 1,11 1,14 10 2,00 2,25 
17 118 1,22 9 2,22 2.53 
16 1,25 131 8 2.50 2.88 
15 1,33 141 7 2.86 3,32 
14 1,43 1,54 6 3,33 3.91 
13 1,54 1,67 5 4.00 4.75 
12 1,67 1,84 





Die dazwischen liegenden Zahlen werden leicht durch Interpolation 
gefunden. 

Eine Standardlisung mu8 immer gleichzeitig mit der zu unter- 
suchenden Lésung miterhitzt werden. Die Ablesung im Kolorimeter 
kann auch nach einigen Stunden, selbst am nichsten Tage ausgefiihrt 
werden. Die Farbe des abgekiihlten Reaktionsgemisches ist sehr kon- 
stant und erhalt sich sehr lange in unveranderter Starke. 

Ist der Kohlehydratgehalt des Organs so klein, daB in 1 ccm des 
Hydrolysatfiltrats weniger als 0,05 mg Glucose sich befinden, so muS man 
so verfahren, daB man statt 1 cem 34% cem des Filtrats mit 7 ecm kon- 
zentrierter H,SO, statt 9ccm 177,5vol.-proz. Siure unter starker 
Kiihlung im flieBenden Wasser oder besser Eis versetzt, im tibrigen 
aber wie oben beschrieben verfaihrt. Die Standardlésung mu dann 
natiirlich genau so behandelt werden. 


Vergleich zwischen den Resultaten dieser Methode 
mit denen nach Neuberg-Léwi. 

Die nach dem oben beschriebenen Verfahren erzielten Resultate 
verglichen wir in einigen Fallen mit den nach der Neuberg-Léwischen 
Methode erhaltenen. Rattenlebern wurden gewogen, fein zerkleinert, 
etwa in 0,2g des Gewebes wurde nach dem soeben beschriebenen 
Verfahren die Gesamtkohlehydrate bestimmt, der Rest der Leber wurde 
zu einer Gesamtkohlehydratbestimmung nach Neuberg-Léwt verwendet 
und das Reduktionsvermégen nach Bertrand bestimmt. Die nachfolgende 
Tabelle VII zeigt die nach beiden Methoden erhaltenen Werte fiir den 
Gesamtkohlehydratgehalt von Rattenlebern. 


Tabelle VII. 
Glykogengehalt von Rattenlebern in Prozenten des Feuchtgewichts. 





Methode von Methode von 

Satins Indolmethode | y,,, berg-Léwi —o Indolmethode Neuberg-Léwi 
Proz. Proz. Proz. Proz 
1 1,53 1,59 3 1,98 2.16 


2 2,60 2,82 4 2,14 2,23 
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Die nach unserer Methode bestimmten Werte sind in saimtlichen 
untersuchten Fillen um ein Geringes kleiner als die nach Neuberg-Léwi 
bestimmten. Der Unterschied betragt bis zu 10 Proz. Diese Verschieden- 
heiten diirften zu einem Teil durch die Fehlerquellen beider Methoden 
bedingt sein. Zu einem aber auch sind sie dadurch zu erklaren, daB, wie 
im Anfang dieses Abschnittes ausfiihrlich dargelegt worden ist, in 
Organhydrolysaten auBer Glucose sich noch andere Kohlehydrate be- 
finden, deren Reduktionsvermégen ihrem Farbtiter bei der Indol- 
schwefelsiurereaktion nicht parallel gehen mu. Vielleicht werden 
auch bei den Reduktionsmethoden einige Substanzen, die nicht kohle- 
hydratartiger Natur sind, mitbestimmt. 


IV. Bestimmung der Gesamtkohlehydrate im Blute. 


Wie in den Organen, kann man auch in den Kérpersiften die Ge- 
samtkohlehydrate nach dem hier beschriebenen kolorimetrischen Ver- 
fahren bestimmen. Im normalen Blute spielen neben der Glucose die 
iibrigen Kohlehydrate eine geringe Rolle. In gewissen pathologischen 
Fallen, wie bei Diabetes und gewissen experimentell herbeigefiihrten 
Zustinden, wie z. B. bei Eckscher Fistel, erscheinen neben Glucose be- 
trichtliche Mengen anderer Kohlehydrate, hauptsachlich Glykogen im 
Blute. Eine Methode also, die gestattet, die Gesamtkohlehydrate des 
Blutes zu bestimmen, ist von klinischem und experimentellem Interesse. 
Die Bestimmung der freien Kohlehydrate im Blute kann ohne vorherige 
Hydrolyse mit HCl ausgefiihrt werden. Wir haben nimlich gesehen, 
daB die komplexen Kohlehydrate mit Indol und Schwefelsiure ganz 
so reagieren, als ob die in ihnen enthaltenen Monohexosen frei wiiren. 
Man darf nur bei dem EnteiweiBungsverfahren die komplexen Kohle- 
hydrate nicht mitfillen. Man kann annehmen, da8 nach Fallung der 
EiweiBkérper im Blute die in den Blutzellen befindlichen freien Kohle- 
hydrate sehr rasch herausdiffundieren, besonders da die roten Blut- 
kérperchen den gréBten Teil ihres Inhalts beim Lackfarbenwerden des 
Blutes bei Vermischen mit desatilliertem Wasser an die umgebende 
Fliissigkeit abgeben. Es kamen also nur die freien Kohlehydrate der 
weiBen Blutzellen und der Stromata der roten in Betracht. 

Uber den Kohlehydratgehalt der letzten finden sich keine Angaben 
in der Literatur. Er ist aber sicherlich nicht so groB, um neben den Kohle- 
hydraten des Plasmas ins Gewicht zu fallen. Was die weiBen Blutzellen 
betrifft, so gibt de Haan') ihren Glykogengehalt beim Pferd mit | bis 
3 Proz. des Feuchtgewichts an. Wenn wir das Gewicht der Leucocyten in 
1 Liter Blut mit 1g bemoessen, so bedeutet das, daB der Glykogengehalt 


der Leucocyten etwa 1 bis 3 Proz. der Kohlehydrate des Plasmas aus- 
macht. Selbst fiir den Fall also, daB bei der EnteiweiBung des Blutes 


1) de Haan, diese Zeitschr. 128, 124, 1922. 
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nicht sofort alles in den Leucocyten enthaltene Glykogen herausdiffundieren 
sollte, wiirde der nach unserem kolorimetrischen Verfahren gefundene Wert 
fiir die Kohlehydrate des Gesamtblutes nur in ganz unwesentlichem MaBe 
von dem wirklichen abweichen. Nur in Fallen starker Leucocytose, z. B. 
bei Leucamie, wird es sich empfehlen, auch auf die Extraktion des Glykogens 
aus den weiBen Blutzellen zu achten. 


Da, wie wir noch weiter unten angeben werden, die EiweiBfaillung 
mit Trichloressigsiure sich bei unserem Verfahren gut bewihrt hat, 
kann man mit Sicherheit auf vollstandige Extraktion des Glykogens 
aus den Blutzellen rechnen, wenn man das mit Trichloressigsiiure gefillte 
Blut kurze Zeit stehen laBt. Wir haben uns durch besondere Versuche 
iiberzeugt, daB, wenn man zerriebene glykogenreiche Leber mit 5proz. 
Trichloressigsiure 12 Stunden stehen laBt, fast das ganze Glykogen in 
die umgebende Fliissigkeit hinausdiffundiert. Aus den einzelnen Blut- 
zellen wird die Diffusion um so rascher vor sich gehen. Man mu also 
nur, wie oben erwihnt, zur EiweiBfilhung ein Reagens benutzen, das 
die komplexen Kohlehydrate nicht fallt, um auch ohne Hydrolyse alle 
freien Kohlehydrate des Blutes bestimmen zu kénnen. 


Der auf diese Weise festgestellte Wert fiir den Kohlehydratgehalt 
im Blute diirfte natiirlich mit dem nach Hydrolyse desselben Blutes er- 
mittelten nicht identisch sein, denn zu dem letzteren tragen auch die aus 
Eiwei8kérpern und etwa aus Nucleoproteiden frei gemachten Kohlehydrate 
ihren Teil bei. Aus den Darlegungen anfangs des vorigen Abschnitts ergibt 
sich indessen, daB diese Tatsache fiir die Eindeutigkeit der Befunde nur von 
Vorteil ist, denn der Farbtiter dieser Kohlehydrate bei der Indol-H,50,- 
Reaktion ist von demjenigen des Glykogens und der Glucose vollkommen 
verschieden. In einem Gemisch dieser letzteren mit den ersteren resultiert 
ein Farbtiter, der die Gesamtmenge der Kohlehydrate nur annihernd 
angibt. Es muB hier iibrigens darauf hingewiesen werden, daB neben diesen 
chemisch gebundenen Kohlehydraten auch noch solche vorkommen, deren 
Bindung an die EiweiBkérper des Blutes mehr lockerer Natur ist. Diese 
entsprechen wenigstens zum Teil dem sucre virtuel von Lépine; Versuche 
haben gezeigt, da8 durch Stehenlassen von mit Alkohol gefalltem Blut 
waihrend 24 bzw. 28 Stunden im alkoholischen Blutfiltrat betrachitlich 
mehr Kohlehydrate gefunden werden als es der Fall ist, wenn man das 
mit Alkohol gefallte Blut sofort filtriert. Ob diese Bindung des Zuckers am 
BluteiweiB schon in vivo praexistiert oder ob sie erst im Moment der EiweiB- 
fallung zustande kommt, mu8 spateren Untersuchungen vorbehalten 
bleiben. 

In der Literatur finden wir nur eine Angabe iiber die Bestimmung der 
freien Kohlehydrate des Blutes von G. Caruso"). Sie basiert auf der von 
Rosenthal und Salkowski beschriebenen Uberfiihrung der Kohlehydrate in 
Formaldehyd durch Kaliumpermanganat in saurer Lésung. Die Methode 
erscheint uns recht kompliziert. 


Die sehr zahlreichen Methoden zur Bestimmung des Blutzuckers 
bestimmen alle reduzierenden Substanzen des Blutes, von den Kohle- 


1) Gaetano Caruso, Ronas Berichte 10, 512. 
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hydraten aber nur die Monohexosen. Im Laufe unserer Untersuchung 
ist von Glassmann') ein Verfahren zur Bestimmung der Glucose im 
Blute veréffentlicht worden, das auf einer fiir die Glucose charakteristi- 
schen Reaktion mit Resorcin und konzentrierter Salzsdéure beruht. Auch 
andere Kohlehydrate zeigen diese Reaktion mit Resorcin, ob sie sich aber 
auch zur Bestimmung etwa des Blutglykogens eignet, teilt Glassmann 
nicht mit. Bei diesem Verfahren muB die zu kolorimetrierende Lésung 
eine Temperatur von 60° besitzen, was eine nicht unerhebliche Kom- 
plikation des Verfahrens bedeutet. 


EnteiweiBung des Blutes fiir die Bestimmung der Kohlehydrate. 


Der erste Schritt zur Bestimmung der Kohlehydrate im Plasma 
bzw. Serum nach der vorliegenden Methode bildet die EnteiweiBung 
dieser Fliissigkeiten. Denn, abgesehen von der stérenden Eigenfarbe 
des Blutes, enthalten die BluteiweiBkérper Kohlehydrate in chemischer 
oder vielleicht andersartiger lockerer Bindung. Wie schon oben erwahnt, 
laBt sich ein Teil dieser an Eiwei8 gebundenen Kohlehydrate, 
z. B. durch Falhung mit Alkohol und langeres Stehenlassen mit 
dem letzteren aus den BluteiweiBkérpern extrahieren. N. Polonowski 
und EF. Duhot®) haben dies nachgewiesen und den Vorgang Glyka- 
polyse genannt. Der Begriff Blutzucker bzw. Kohlehydrate des 
Blutes, wie er den bisherigen Untersuchungen des Blutes zugrunde 
gelegt wurde, erscheint danach nicht ganz eindeutig definiert. Polonowski 
und Duhot ziehen, wie vor ihnen schon Lépine, den SchluB, daB nur 
solche Blutzuckerbestimmungen miteinander vergleichbar sind, bei 
denen ein gleiches EnteiweiBungsverfahren und die gleichen Mittel zur 
Verhinderung der Gerinnung und der Glykolyse angewendet worden sind. 
Diesen Gesichtspunkt mu man stets im Auge behalten, wenn man an 
die Bestimmung der Kohlehydrate im Blute schreitet. 

Fiir die hier beschriebene kolorimetrische Bestimmung mubBte 
das hierbei verwendete EnteiweiBungsverfahren zwei Eigenschaften 
besitzen. Es durfte erstens keine Kohlehydrate fallen, wie es z. B. der 
Alkohol tut, und durfte zweitens die Farbreaktion nicht stéren. 
Diese Bedingungen sind bei der EnteiweiBung mit Trichloressigsiure 
und Metaphosphorsaure erfiillt. 

Mit der Trichloressigséure kann man die EnteiweiBung so durch- 
fiihren, daB man das mit einem mehrfachen Volumen Wasser versetzte 
Blut mit so viel 20proz. Trichloressigsiurelésung versetzt, daB die 
SchluBkonzentration dieser Siure im Gemisch 4,5 Proz. betrigt. Mit 
Metaphosphorsdure enteiweiBt man in der Weise, daB man auf einen Teil 


1) Glassmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 150, 16, 1925. 
2) Polonowski und Duhot, Soc. de biol. 85, 501. 
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Blut sieben Teile Wasser und zwei Teile 5proz. Metaphosphorsiure 


nimmt. 

Bei der EnteiweiBung mit Trichloressigsiure darf man nicht mehr 
verwenden als hier angegeben, da die fertigen Farbreaktionsgemische 
sonst nach Erkalten triib werden. In konzentrierter H, SQ, triiben sich 
starker konzentrierte Trichloressigsdurelésungen durch Entstehen eines 
fein kristallisierten Niederschlags, der zwar in der Warme sich auflist, 
aber nach dem Erkalten wieder erscheint. Die Metaphosphorsiure hat 
den Nachteil, daB sie sich schwerer im Wasser list als die Trichlor- 
essigsiure und ihre Lésung nicht haltbar ist, sondern taglich frisch 
bereitet werden mub. 

Von den iibrigen Eiwei®fallungsmitteln fallt der Alkohol bekanntlich 
die kolloidalen Kohlehydrate vollstandig ; dasselbe diirfte vom kolloidalen 
Ferrihydroxyd, von der Gerbsiiure und Phosphorwolframsaure gelten. 
Aceton, Sulfosalicylsdure und Kaliumquecksilberjodid stéren die Reaktion 
empfindlich durch Nebenfirbungen. Bei Verwendung von Uranyl- 
acetat wird der bei der Reaktion entstehenden braunen Farbe ein gelber 
Ton beigemischt, wodurch die Kolorimetrie unsicherer wird. 

Bei der Filtration des gefillten Blutes muB man ebenfalls quanti- 
tative Filter verwenden, da die gewéhnlichen manchmal an das Filtrat 
Stoffe abgeben, die mit Indol einen braunen Farbstoff bilden. 

Durch die oben beschriebenen Mischungsversuche ist gezeigt worden, 
da8 die im Blute unter physiologischen und pathologischen Verhaltnissen 
vorkommenden Substanzen bei der Bestimmung der Kohlehydrate nicht 
stéren kénnen. Wir haben uns auch noch auf direktem Wege davon zu 
iiberzeugen gesucht, daB im Blute auBer Kohlehydrat keine Substanzen 
vorkommen, die mit Indol und H,SO, eine Farbe geben, indem wir die 
Kohlehydrate im Blute ausfallten. 


Versuch mit Ausfillung der Kohlehydrate im Blute. 


Zur Ausfallung der Kohlehydrate benutzten wir das von van Slyke- 
Clausen angewandte Verfahren mit Hilfe von Calcium und Kupferoxyd. 

50cem Rinderblut, das mit Fluorid ungerinnbar gemacht wurde, 
wurden fiinffach mit Wasser verdiinnt und mit der gleichen Menge 5proz. 
Metaphosphorsaure gefallt, abfiltriert, das Filtrat wurde mit NaOH 
neutralisiert und mit 1), Volumen 20proz. CuSO, versetzt und dann im 
Uberschu8 mit gepulvertem Ca(OH), versetzt, bis die Lésung alkalisch 
und der Niederschlag tief blau war. Die Mischung wurde unter mehr- 
maligem Umriihren eine halbe Stunde stehengelassen. Der Niederschlag 
wurde abgenutscht, sodann wurde gasférmige CO, so lange eingeleitet, bis 
sich der anfanglich auftretende Niederschlag von CaCO, wieder léste. 
Die Lésung wurde einige Minuten gekocht, so da® fast das gesamte Ca 
als Carbonat ausfiel. Das geschah, um das Ca, das mit H,SO, als Sulfat 
ausfallen und eine Triibung bewirken wiirde, zu entfernen. Nun wurde das 
Filtrat auf dem Wasserbad so weit eingeengt, daB das Endvolumen in 
bezug auf die festen Bestandteile dreimal starker konzentriert war als das 
entsprechende Blut. 
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Es wurde mit dem so eingeengten Filtrat die Indol-H, 8 O,-Reaktion 
angesetzt. Die Farbe war gelbbraun und entsprach ungefihr 0,018 Proz. 
Glucose. Auf das urspriingliche Volumen umgerechnet, gibt dieses 
vom Kohlehydrat befreite Blut eine Farbe, wie wenn es noch ungefahr 
0,006 Proz. Glucose enthalten wiirde, also sicherlich nur einen sehr 
kleinen Bruchteil. Auf jeden Fall ist es so gering, daB es eine Kohle- 
hydratbestimmung im Blute wohl nicht beeinflussen kénnte. 

Aus obigen Darlegungen ergibt sich folgender Vorgang als geeignet 
zur Bestimmung der gesamten Kohlehydrate im Blute. 


Vorschrift fiir die Bestimmung der Gesamtkohlehydrate im Blute. 


Zur Blutentnahme aus der Fingerbeere verwendet man ein mit 
einer gebogenen Kapillarpipette versehenes Kélbchen in der Art, wie 
die von Weiss fiir die Bangsche Blutzuckermethode angegebenen. 
Das Kélbchen besitzt eine Marke am Hals des Kélbchens, knapp ober- 
halb seiner Ansatzstelle und faBt bis zu dieser Marke 5 ccm. Die Marke 
befindet sich dicht oberhalb des Ansatzes des Halses an die Ausbauchung 
des Kélbchens. Vom langen Hals geht ein kurzer Tubus ab, der zum 
Ansaugen dient. Im Kélbchenhals steckt mit Hilfe eines Gummi- 
schlauches luftdicht eingefaBt eine winklig gebogene Glaskapillare. 
Sie ragt ins Kélbchen nur ganz wenig unter die Marke am Halse hinein. 
Der freie Schenkel der Kapillare trigt eine Marke. Von ihrem freien Ende 
bis zur Marke faBt die Kapillare 0,150 ccm. 

Das Blut wird mit der Kapillare bis zur Marke angesogen, dann 
nach Absetzen der Kapillare von der Fingerbeere in das Kélbchen 
hineingesaugt und 2 bis 3ccm destilliertes H,O nachgezogen. Nun 
wird die Kapillare aus dem Kélbchenhals hinausgenommen, in das 
Kélbchen werden 1,2ccm 20proz. Trichloressigsiure hinzugefiigt 
und mit H,O bis zur Marke aufgefiillt. Es wird nun nach Absetzen des 
Niederschiags durch ein kleines quantitatives Filter filtriert (Schleicher 
und Schiill-Blauband). 

31% cem des wasserklaren Filtrats werden entnommen und in eine 
hohe, weite Eprouvette gebracht mit 7ccm konzentrierter H,SO, 
(spezifisches Gewicht 1,84) versetzt und in Eis oder flieBendem Wasser 
vollkommen nach Vermischung abgekiihlt. 0,3 ccm einer 1 proz. alkoholi- 
schen Indollésung werden unter Kiihlung zugesetzt. Nach griindlichem 
Vermischen wird in der gleichen Weise, wie wir es bei der Bestimmung 
in den Organen angegeben haben, 10 Minuten im siedenden Wasserbad 
erhitzt, nachher abgekiihlt und im Kolorimeter mit einer Standard- 
lésung verglichen. Wegen der nach lingerem Stehen sich bildenden 
Trichloressigséureniederschlage empfiehlt es sich, kurze Zeit nach 
Beendigung des Erhitzens zu kolorimetrieren. 
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Die Standardlésung wird in der gleichen Weise, wie oben bei der 
Beschreibung der Gesamtkohlehydrate in Organen angegeben wurde, 
immer frisch durch Verdiinnung einer alkoholischen, lange haltbaren 
Zuckerlésung bereitet. Die Standardlésung soll denselben Gehalt an 
Trichloressigséure haben wie die zu untersuchenden Blutfiltrate. “In 
Fillen, in denen keine zu starke Hyperglykamie zu erwarten ist, geht man 
zweckmaBig so vor, da8 man eine Standardlésung wahit, die in 100 cem 
0,003 g Glucose enthilt. Diese Konzentration entspricht einer Kohle- 
hydratkonzentration von 0,1 Proz. im Blute. Selbstverstandlich mu 
auch hier mit jeder Versuchsserie eine Standardlésung mitgekocht 
werden. Auch hier kann man nicht einfach aus dem abgelesenen Ver- 
haltnis der beiden Farbstarken die Konzentration des Blutfiltrats 
berechnen, sondern mu ebenso wie bei der Bestimmung der Gesamt- 
kohlehydrate in Organen dieselbe Korrektur am abgelesenen Verhaltnis 
der Farbstirken der Standardlésung und des Blutfiltrats anbringen, 
um das tatsiichliche Verhiltnis der Konzentrationen zu finden. Die 
Korrektur wird, wie oben angegeben, in der Weise vorgenommen, dab 
man von dem kolorimetrisch gefundenen Verhiltnis 0,2 abzieht und 
die so erhaltene Zahl durch 0,8 dividiert. Die erhaltene Zahl gibt das 
tatsichliche Verhiltnis der Konzentrationen an. 

Beispiel einer Durchrechnung und Tabelle siehe Vorschrift fiir die 
Bestimmung der Gesamtkohlehydrate in Organen, Teil III, 8. 400. 

Man kann natiirlich auch in gréBeren Blutmengen die Bestimmung 
ausfiihren, auch hat man bei Verwendung von einem halben bis zu einem 
Kubikzentimeter Blut den Vorteil, daB die Konzentration der Blut- 
filtrate zwischen 0,015 bis 0,50 Proz. betragen kann, in welcher Breite 
die Kolorimetrie am genauesten durchzufiihren ist. 

Um uns iiber die Ubereinstimmung der Werte, die die Bestimmung 
der Gesamtkohlehydrate nach der angegebenen Methode liefert, mit 
den Werten zu iiberzeugen, die die bisher tiblichen Blutzuckermethoden 
lieferten, haben wir die Resultate dieser Methode in einigen Fillen mit 
den nach der Bangschen Blutzuckermethode und nach der Methode 
von Lewis Benedict erzielten verglichen. 


Vergleich der nach dieser Methode gefundenen Werte mit den Blutzucker- 
werten von Bang und Benedict. 

Der Vergleich mit der Benedictschen Methode') wurde an Rindsblut 
ausgefiihrt, das mit NaF! ungerinnbar gemacht wurde. Zur Benedict- 
schen Methode wurden je 2ccm Blut verwendet, waihrend zur Indol- 
reaktion 0,5ccm Blut, das entsprechend verdiinnt wurde, verwendet 
wurde. ; 


1) Lewis Benedict, Journ. of biol. Chem. 20, 61. 
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Rusultate Resultate 
unserer Methode T nach Benedict unserer Methode nach Benedict 
Proz. Proz. Proz. Proz. 
Blut I 0,118 0,112 Blut IV 0,097 0,093 
a 0,098 0,092 Serum [ | 0,075 0,068 
: a 0,123 0,120 | 


Fiir den Vergleich mit der Bangschen Methode wurde Blut von 
gesunden niichternen Personen verwendet, das aus der Fingerbeere 
entnommen wurde. Der Blutzucker wurde nach der Vorschrift nach 
Bang bestimmt, die Indolreaktion wie oben angegeben angesetzt. 














Resultate Resultate 
unserer Methode nach Bang unserer Methode nach Bang 
Proz. Proz. Proz. Proz. 
Blut I 0,117 0,096 Blut IV |) 0,098 0,095 
= 0,108 0,092 ae 0,132 0,104 
III 0,120 | 0,099 oc 0.093 0,095 


Es zeigt sich aus diesen Tabellen, da8 ein gewisser Unterschied 
zwischen den Blutzuckerwerten und den Gesamtkohlehydratwerten 
nach dieser Methode besteht; er betrigt im Mittel etwa 0,010 bis 
0,015 Proz. im Blute. Uber die Frage, ob und welcher Unterschied in 
normalen und pathologischen Fallen zwischen dem Blutzuckergehalt 
und dem Gesamtkohlehydratgehalt des Blutes besteht, sind Unter- 
suchungen im hiesigen Institut im Gange. 


Benutzt man statt Trichloressigsiure Alkohol zum EnteiweiBen des 
Blutes, so werden die etwa vorhandenen komplexen Kohlehydrate des 
Blutes gefallt. Im Filtrat bleiben dann nur Glucose und eventuell Di- 
saccharide in Lésung. 

Die Blutentnahme erfolgt genau so wie bei der Fallung mit Trichlor- 
essigsiure. Es werden mit demselben Kélbchen und derselben Kapillare, wie 
oben angegeben, 0,150ccem Blut angesaugt und mit 88 proz. Alkohol nach- 
gespilt. Die Kapillare wird nun herausgenommen und es wird mit dem 
gleichen Alkohol auf 5ccm aufgefiillt. Es wird durch ein quantitatives 
kleines Filter filtriert, 314 ccm des Filtrats werden in einer Eprouvette unter 
scharfer Kiihlung mit 6ccm konzentrierter H,SO, versetzt und 0,3 cem 
einer 1 proz. alkoholischen Indollésung zugesetzt. Nach 10 Minuten langem 
Kochen am Wasserbad wird kolorimetriert. Die Konzentration des Standards 
soll auch in diesem Falle 0,003 Proz. an Glucose betragen, doch wird hier 
die Stammzuckerlésung mit Alkohol derart verdiinnt, daB ihre SchluB- 
konzentration an Alkohol 86 Proz. betragt. 


V. Zusammenfassung. 
1. In Vorstehender Arbeit wurde versucht, eine Farbreaktion der 
Kohlehydrate, die vor vielen Jahren von Fleig und Weekhuyzen angegeben 
worden ist, als Prinzip einer Mikrobestimmungsmethode fiir diese 
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Kérper auszuarbeiten. Die Reaktion beruht auf einer Farbung, die 
simtliche Kohlehydrate geben, wenn man eine wiisserige Lésung dieser 
Kérper mit konzentrierter Salzséure oder Schwefelsiure in Gegenwart 
von Indol oder Skatol erhitzt. Es tritt hierbei eine braune bzw. violette 
Farbe auf. 

2. Die Reaktion Kohlehydrat — konzentrierte Salzsdure (spezifisches 
Gewicht 1,175) — Skatol ist ungeeignet, als Grundlage einer Bestimmungs- 
methode zu dienen, da die Farbstarke sich als der Kohlehydratkonzen- 
tration nicht proportional erwies. Die Farbintensitat stieg nimlich 
stirker an, als es der Konzentration entsprach. Es zeigte sich dabei, 
da8 Fructose und Verbindungen, in deren Molekiil sie enthalten ist, 
wie Saccharose und Hexosediphosphorsaure, einen weitaus stirkeren 
Farbtiter besitzen als die entsprechende Glucosemenge. Die Farb- 
intensitaét ist bei gleichkonzentrierten Proben nicht immer die gleiche, 
wahrscheinlich weil bei dem Erhitzen im Wasserbade, wie bei der 
Bestimmung notwendig, aus den verschiedenen Proben ungleichmabig 
Chlorwasserstoff entweicht. 

3. Bei Verwendung einer verdiinnteren Salzsdure, als die eben an- 
gegebene, z. B. einer ungefahr 20 proz., zeigte sich, daB in ent- 
sprechender Verdiinnung nur die Fructose, Saccharose und Hexose- 
phosphorsaure eine violette Farbe geben. Die anderen Kohlehydrate 
geben erst in verhialtnismaBig sehr hoher Konzentration, Glucose 
z. B. erst in lproz. Lésung, eine ganz schwache Farbe. Diese Reaktion 
eignet sich zum Nachweis von Liavulose und ihren Verbindungen. 

Diese Farbreaktion ist auch ein neuer Hinweis darauf, daB ein 
lavuloseartiger Komplex in der Hexosediphosphorsiure enthalten ist. 

4. Die bei der Reaktion Kohlehydrat—konzentrierte Salzsdéure— 
Indol auftretende mahagonibraune Farbe ist trotz einer annehmbaren 
Proportionalitét ungeeignet, da infolge ungleichmaBigen Entweichens 
von Chlorwasserstoffgas Schwankungen bis zu 12 Proz. auftreten. 
Fructose hat einen dreimal so starken Farbtiter als Glucose. 

Bei verdiinnter HC! verschiebt sich diesesVerhaltnis noch zugunsten 
der Fructose ; bei 10 proz. HCl gibt Glucose tiberhaupt keine Farbe mehr. 

5. Die Reaktion Kohlehydrat —Schwefelsdéure—Indol erweist sich 
als die geeignetste, als Prinzip einer Kohlehydratbestimmungsmethode 
zu dienen. Die optimale Siurekonzentration ist die Verwendung von 
9ccem einer 77,5vol.-proz. H,SO, auf lecm wisserige Kohlehydrat- 
lésung. Die Farbe ist in diesem Falle rein braun. Bei Verwendung von 
starker konzentrierter H,SO, bekommen die konzentrierten Kohle- 
hydratlésungen einen mehr rétlichen Stich, der die Kolorimetrie stark 
stort. 

In dieser Versuchsanordnung geben Glucose und Galaktose 
denselben Farbtiter, Fructose einen um 12 Proz. héheren. Ebenso geben 
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die Polysaccharide dieselbe Farbstirke wie die gleiche Menge Mono- 
saccharide, die in ihnen enthalten ist. Es eriibrigt sich somit eine Hydro- 
lyse zur Uberfiihrung der Polysaccharide in Monosaccharide, wie es 
bisher bei Gesamtkohlehydratbestimmungsmethoden notwendig war. 
Methylglucosid und Hexcsediphosphorsiure geben denselben Wert, 
wie wenn das Hexosemolekiil in ihnen frei wire. 

Verschiedene andere kohlehydratartige Substanzen, ebenso Eiweib- 
kérper und Nucleinsiuren geben verschiedene Farben, deren genauere 
Untersuchung noch aussteht. 

6. Die Spezifitdt der Reaktion fiir Kohlehydrate ist keine absolute, 
vielmehr geben auch verschiedene andere organische Substanzen in 
mehrprozentigen Lisungen Farben, die den braunen Farben der Kohle- 
hydrate bei der Indol-H,S0O,-Reaktion ahnlich sind. Doch treten die 
Farben dieser Kérper erst bei so hohen Kcnzentrationen auf, daB sie die 
Bestimmung der Kohlehydrate in Organen und Kérpersiften nicht 
wesentlich stéren kénnen. AuSerdem wurde durch Mischungsversuche 
von Glucose mit Alanin, Casein, Caseinhydrolysat, Aceton und mit 
Mischungen mehrerer Substanzen, im Verhiltnis wie sie im Blute unter 
normalen und pathologischen Verhaltnissen enthalten sind, bewiesen, 
daB die Farben dieser Kérper die Bestimmung der Kohlehydrate nicht 
stéren kénnen, vielmehr tritt bei Gegenwart von Glucose die Farbe 
dieser Kérper derart in den Hintergrund, daB die Mischungen eine 
Farbe liefern, wie wenn sie reine Glucose waren. 


7. Die Indol-H,S0O,-Reaktion vollzieht sich auch in alkoholischer 
Lésung. Nur mu8 man eine etwas verdiinntere Schwefelsiure verwenden. 
Bei Verwendung von stirker konzentrierter H, SO, tritt in Gegenwart 
von Kohlehydrat eine rein rote Farbe auf. Die Reaktion in alkoholischer 
Lésung ist ein Weg, um Monosaccharide und Disaccharide getrennt 
von den Polysacchariden bestimmen zu kénnen, da die Polysaccharide, 
wie z. B. das Glykogen, in Alkohol unléslich sind. 


8. Diese Methode erméglicht die Bestimmung der Gesamtkohle- 
hydrate in Organen nach einer vorherigen zweistiindigen Hydrolyse mit 
2,2 proz. HCl. Eine EiweiB- oder Peptonfallung kann, wie durch 
Versuche bewiesen wurde, entfallen. Ein Vergleich der durch diese 
Methode erzielten Resultate mit denen nach Neuberg-Léwi zeigte, daB 
beide Methoden ungefiahr dieselben Werte licfern. 


9. Im Blute ist die Bestimmung der Gesamtkohlehydrate (nach einer 
EiweiBfalhung mit Trichloressigsiure) ohne Hydrolyse méglich. Man 
benutzt zu einer Bestimmung 0,15 ccm Blut. Bei einem Versuch mit 
Ausfallung der Kohlehydrate im Blute mit Kupfer-Kalk zeigt sich, daB 
danach eine Restfarbe im Werte von héchstens 6 Proz. des Blutzucker- 
wertes verblieb. Bei einem Vergleich der Werte fiir Gesamtkohlehydrate 
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nach dieser Methode mit den Blutzuckerwerten nach Bang und L. Bene- 
dict zeigte sich, daB die Gesamtkohlehydratwerte nach unserer Methode 
meist etwas héher sind als die entsprechenden Blutzuckerwerte. 

10. Zusammenfassend ist zu sagen, daB die angegebene Methode 
es erméglicht, die Gesamtkohlehydrate in physiologischen Fliissigkeiten 
mit Hilfe einer Farbenreaktion und nicht auf Grund ihres Reduktions- 
vermégens zu bestimmen. Die Konzentrationsbreite, in der die Bestimmung 
mdglich ist, erstreckt sich zwischen 0,1 bis 0,0015 Proz. In absoluten 
Zahlen ist die geringste Menge Kohlehydrat, die noch genau bestimmt 
werden kann, 0,05 mg. 
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I. Fragestellung und Wahl der Methodik. 

Die vorliegende Untersuchung wurde durch eine zufillige Beob- 
achtung veranlaBt, die wir bei einer Arbeit tiber die Glykolyse des 
Carcinomgewebes unter besonderen Bedingungen gemacht haben. Bei 
dieser Arbeit erhielten wir fiir die Glykolyse des Carcinoms erheblich 
geringere Werte, als Warburg') und seine Mitarbeiter in ihren Arbeiten 
iiber diesen Gegenstand immer wieder ermittelt haben. Es war an- 
zunehmen, daB die Ursache dieser Verschiedenheit darauf zuriick- 
zufiihren sei, da8 wir ein weit gréberes Verfahren als diese Autoren 
zur Bestimmung der Glykolyse angewendet haben. Um diese Annahme 
zu priifen, haben wir die Glykolyse der metastasenfreien Leber desselben 
Tieres gemessen, von dem das Carcinom herstammte, dessen glyko- 
lytische Fahigkeit zugleich gepriift wurde. Warburg, Posener und 
Negelein®) geben an, daB das Carcinomgewebe im zuckerhaltigen 
,,Ringer“ zehnmal stairker glykolysiert als die Leber. Wenn nun die 
nach unserer Methode erhaltenen absoluten Werte fiir die Carcinom- 
glykolyse betrachtlich kleiner sind als die von den genannten Autoren 
angegebenen, so muBte doch erwartet werden, daB das Verhaltnis der 
Glykolyse beider Gewebsarten zueinander auch nach dieser Methode 
annahernd von der gleichen GréSenordnung sein wiirde. 

Zu unserem Erstaunen fand sich nichts dergleichen; wir sahen 
vielmenr in einer ganzen Reihe von Versuchen, daB die Leber des Car- 
cinomtieres eine Glykolyse von ungefdhr derselben GréBenordnung wie 
das Carcinomgewebe selbst zeigte. Es erschien uns nicht plausibel an- 
zunehmen, da8 diese Diskrepanz darauf zuriickzufiihren sei, dab wir 
fiir unsere Versuche Carcinom und Leber von Mausen verwendeten, 
wihrend die anderen Autoren diese Gewebe Ratten entnommen hatten. 
Noch weniger Grund hatten wir, die Resultate Warburgs und seiner 
Mitarbeiter anzuzweifeln. Wir dachten vielmehr, daB die Diskrepanz 
daher stammen kénnte, daB die Werte, die die genannten Autoren fiir 
die Glykolyse der Leber angeben, sich auf die normale Leber normaler 


1) O. Warburg und S. Minami, diese Zeitschr. 142, 317, 1923. 
2) Warburg, Posener und Negelein, ebendaselbst 152, 309, 1924. 
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Tiere beziehen, waihrend wir mit Lebern. von Carcinomtieren gearbeitet 
haben. So entstand die Frage: Unterscheidet sich das glykolytische 
Vermégen der an sich carcinomfreien Organe von Carcinomtieren von 
denjenigen normaler Tiere? 

Die weiter unten mitgeteilten Versuche wurden zu dem Zwecke 
ausgefiihrt, um eine klare und eindeutige Antwort auf diese Frage- 
stellung zu erhalten. Aus duBeren Griinden haben wir von den Organen 
bisher nur die Leber und die Niere von Carcinomtieren und von Normal- 
tieren auf ihr glykolytisches Vermégen gepriift und muBten die Unter- 
suchung anderer Organe auf einen spiteren Zeitpunkt verschieben. 

Was die Wahl der zur Verwendung gelangenden Methode betrifft, 
so wire es am naheliegendsten gewesen, auf die von Warburg!) aus- 
gearbeitete Methode zuriickzugreifen. Diese erlaubt die Messung der 
Gewebsglykolyse in sehr exakter Weise; denn einerseits bleibt die 
Vitalitat des Gewebes bei diesem Verfahren auch bei lingerer Versuchs- 
dauer gut erhalten, und der Stoffaustausch zwischen dem Gewebe 
und dem es umspiilenden Medium erfolgt ungefahr mit derselben Ge- 
schwindigkeit, wie es in vivo der Fall ist. Andererseits wird bei diesem 
Verfahren die Menge der bei der Glykolyse gebildeten Milchsaure 
indirekt auf dem Wege der manometrischen Messung des durch sie aus 
dem ,,Ringer“ ausgetriebenen CO, ermittelt. Dadurch wird es méglich, 
den Abbau so kleiner Mengen von Glucose nachzuweisen, daB die 
Versuchsdauer auf eine halbe bis eine Stunde eingeschrinkt und so 
die Méglichkeit der Vortaéuschung einer Glykolyse durch interkurrierende 
bakterielle Zersetzungen ausgeschaltet werden kann. 

Bei aller Exaktheit hat indessen die Warburgsche Methode den 
Nachteil, daB die GréBe der Glykolyse nur auf indirektem Wege er- 
mittelt wird und daB von Fall zu Fall erst auf chemischem Wege nach- 
gewiesen werden muB, daB der aus dem ,,Ringer“* ausgetriebenen Kohlen- 
sdiure eine dquivalente Menge verschwundenen Zuckers entspricht. Es 
kann ja sowohl Kohlensiure aus anderen Stoffen nicht kohlehydrat- 
artiger Natur entstehen, wie auch Kohlehydrate auf einem anderen 
Wege wie auf dem der Mi'chsaurebildung abgebaut werden. Auch muB 
man bedenken, daB bei manchen Organen kleiner Tiere, wie z. B. der 
Niere einer Maus, die Anfertigung feiner Schnitte aus freier Hand 
schwierig ist. 

Auf Grund dieser Uberlegung suchten wir nach einer allgemeiner 
verwendbaren, einfacheren, wenn auch eventuell weniger genauen 
Methode zur Messung der Glykolyse von Organen, wobei die Glykolyse 
moéglichst aus dem Schwund des Traubenzuckers ermittelt werden 
sollte. Nun geben die meisten tierischen Organe beim Stehen im Brut- 


') O. Warburg, diese Zeitschr. 142, 317, 1923. 
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ofen in Ringerlésung an dieselbe Glucose und andere Kohlehydrate ab. 
Wollte man also die Glykolyse aus dem Schwund des Traubenzuckers 
in dem das Gewebe umspiilenden ,,Ringer“ errechnen, so miiBte man 
neben Bestimmung des Traubenzuckers im _ ,,Ringer** auch Kohle- 
hydratbestimmungen am Anfang und am Ende des Versuchs im Gewebe 
ausfiihren, um die Menge der Glucose festzustellen, die aus dem Gewebe 
in den ,,Ringer“ neu hinzugekommen ist. Um die Bestimmung nicht 
so kompliziert zu gestalten, waihlten wir einen anderen Weg fiir die 
Ermittlung der Glykolyse. Wir bestimmten die Gesamtkohlehydrate, 
die sich in dem zum Glykolyseversuch verwendeten Gewebsbrei und 
in dem ihm zugesetzten zuckerhaltigen ,,Ringer“ am Anfang und am 
Ende des Versuchs befanden. Die Differenz dieser beiden GréBen 
ergab die Menge der durch die Glykolyse des Gewebsbreies abgebauten 
Kohlehydrate. Die Bestimmung der Gesamtkohlehydrate erfolgte nach 
einer zu diesem Zwecke von dem einen von uns (Z. Dische) zusammen mit 
Hans Popper!) ausgearbeiteten Methode. Diese erlaubt die Be- 
stimmung der Gesamtkohlehydrate in 0,1 bis 0,2 g Gewebe mit einer 
fiir die vorliegende Untersuchung ausreichenden Genauigkeit. Es ist 
klar, daB der auf diese Weise gemessene Abbau der Kohjehydrate nicht 
notwendig dem Abbau des Traubenzuckers, also der eigentlichen 
Glykolyse, gleichgesetzt werden muB; die Zellen kénnten ja ihr eigenes 
Glykogen direkt angreifen, was z. B. fiir Embryonalzellen von 
E. Negelein?) nachgewiesen worden ist. Deshalb haben wir noch eine 
zweite Reihe von Versuchen ausgefiihrt, in der wir die Abnahme der 
Glucose in dem das Gewebe umspiilenden ,,Ringer“ wihrend des 
Aufenthalts im Brutofen gemessen haben. Gegbn das in der letzteren 
Versuchsreihe benutzte Verfahren lassen sich manche Einwinde er- 
heben. Da aber die dabei erhaltenen Resultate im groBen und ganzen 
mit den nach der ersteren Methode gewonnenen iibereinstimmen, so 
kann man sie als einigermaBen verlaBlich betrachten. Da sich die 
beiden Versuchsreihen gegenseitig stiitzen und ihre Beweiskraft heben, 
teilen: wir auch die zweite Versuchsreihe und die damit gewonnenen 
Resultate im nachfolgenden mit. 


Il. Versuche, in denen die Gewebsglykolyse vermittelst des Gesamtkohle- 
hydratabbaues in dem Gewebe und ihm zugesetzten ,,Ringer* festgestellt 
wurde, 


A. Methodik. 
1. Ernahrung der Tiere, Impfung und Entwicklung des Carcinoms. 


In dieser ersten Versuchsreihe haben wir den Kohlehydratabbau 
durch Leber und Niere normaler und Carcinommause in einer Anzahl von 


') Z. Dische und H. Popper, diese Zeitschr. 175, 371, 1926. 
*) Negelein, diese Zeitschr. 158, 121, 1925. 
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Fallen gemessen. Den Carcinomstamm erhielten wir aus dem Institut fiir 
experimentelle Pathologie in Wien; es stammte aus dem Institut fiir 
experimentelle Therapie in Frankfurt am Main. 

Wir iiberimpften den Tumor auf die Woise, da8 wir aus ihm unter 
aseptischen Kautelen kleine, nicht nekrotische Stiicke entnahmen, mit 
einer kleinen Schere in einem sterilen GlasgefaB fein zorkleinerten und zu 
dem so erhaltenen Gewebsbrei etwas sterile physiologische NaCl-Lésung 
hinzufiigten. Die dadurch entstandene Gowebssuspension wurde in eine 
kleine Rekordspritze aufgezogen und mit einer dicken (Ssrum-) Nadel 
injiziert. Wir gingen dabei so vor, daB die Nadel an der Ferse in das 
Griibchen hinter der Achillessehne eingestochen und entlang der Schenkel- 
muskulatur in die duBere Beckenmuskulatur fast bis zur Wirbelsiule 
vorgeschoben, hierauf 0,1 bis 0,2 cem der Tumorsuspension injiziert wurde. 
Die geimpften Tiere lebten unter denselben Badingungen wie die nicht- 
geimpften, sie wurden mit aufgeweichtem Brot, gekochtem Rois und Hafer 
ernaéhrt. Die Tumoren entwickelten sich in simtlichen Impfgenerationen, 
bis auf die letzte, sehr rasch und gingen in 100 Proz. der Fille an. Nach 
einer Woche waren die Tumoren etwa erbsengro8, nach etwa 10 bis 12 Tagen 
waren sie von auBen zu sehen, begannen sehr rasch zu wachsen, durch- 
wuchsen die ganze Schenkel- und Beckenmuskulatur und brachen oft in 
die Bauchhéhle ein. Die Tiere schleppten das Bein auf der Impfseite nach, 
ihr Verhalten war weniger lebhaft als das der normalen Tiere. Ein Teil 
ging schon in der dritten Woche ein, der Rest im Laufe der vierten Woche. 
Metastasen fanden sich nur sehr selten. Die letzte Impfgeneration, die auf 
fiir die letzten Versuche verwendeten Tiere verimpft wurde, zeigte ein ge- 
ringeres Wachstum und Malignitét. Die Tumoren dieser Generation er- 
reichten héchstens BohnengréBe, blieben aber oft viel kleiner, die geimpften 
Tiere behielten viel linger ihre Lebhaftigkeit und iiberlebten oft die vierte 
Woche. 


2. Entnahme, Wagung und Zerkleinerung des Gewebes. 


Da die Versuchsdauer 1 bis 2 Stunden betrug, haben wir auf Wahrung 
der Sterilitaét bei allen Manipulationen verzichtet. Wir nahmen an und 
fanden es spater durch den Ausfall der Versuche bestatigt, daB in so kurzer 
Zeit keine ins Gawicht fallenden bakteriellen Zersetzungen 
stattfinden. Fiir die Bostimmung der Gasamtkohle- 
hydrate im Goewebsbrei und dem ihm zugesetzten 
,,Ringer“‘ vor Boeginn und nach Ablauf des Aufenthalts 
im Brutofen reichten eine Laker bzw. baide Nieren einer 
Maus aus. Das botreffende Tier wurde durch Scheren- 
schlag geképft und ausbluten gelassen. Dabei floB etwa 
0,4 bis 0,5 com Blut aus. Nun wurde das Carcinom oder 
das Organ, an dem die Moassung der Glykolyse vor- 
genommen werden sollts, entnommen, wobei besonders 
darauf geachtet wurde, den Darm nicht zu verletzen und 
nicht eine Infektion durch Darminhalt herbeizufiihren. 
Das Gewebe wurde in ein vorher gewogenes GlasgefaB ge- 
bracht, in welchem es zerkleinert, gewogen wurde und 
wihrend der ganzen Versuchsdauer verblieb. Da die 
moisten Versuche in einer Atmosphare von Stickstoff 
+ 5 Vol.-Proz. CO, angesetzt wurden, waren die GlasgefaBe so eingerichtet, 
daB das Gasgemisch zu- und abgeleitet werden konnte, und das GefaiB 
wihrend der ganzen Versuchsdauer gasdicht abgeschlossen blieb. Abb. 1 
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zeigt die Form eines Wigeglischens von etwa 20 ccm Fassungsraum. Der 
eingeschliffene Decke] des Glaschens ist mit einem Ansatzrohr a versehen, 
in dem sich ein Glashahn befindet. In etwa der halben Héhe der Seiten- 
wand dieses Glas chens be findet sich ein mit einem eingeschliffenen Glasstépsel 
verschlieBbharer Tubus 6. Der Tubus ist nicht konisch, sondern zylindrisch. 
Der Glasstépsel reicht so tief in den Tubus hinein, daB sich zwischen seinem 
freien Ende und der Seitenwand des GefaBes kein freier Raum befindet. 
In diesen freien Raum kénnten wahrend der Schiittelung der Gewebs- 
suspension im Biutofen Gewebspartikeln gelangen und liegen bleiben. Das 
zum Glykolysenversuch verwendete Organ wurde in dem GefiS mit einer 
kleinen Schere so fein zerkleinert, daB es makroskopisch einem homogenen 
Brei glich. Bei diesem Modus der Zerteilung diirfte das Gewebe nicht so 
stark geschédigt weiden, wie es beim Zerreiben der Fall ware. Wenn sich 
spiter beim Suspendieren des Gewebes im ,,Ringer“ zeigte, daB einzelne 
grébere Gewebsbréckel in dem Brei noch vorhanden waren, wurden sie 
mit einer feinen Schere zerteilt, die Schere mit destilliertem Wasser ab- 
ges pult und das Spiilwasser nach Beendigung des Versuchs mit der ,,Ringer“- 
Gewebssuspension vereinigt. 

Nach der Zerkleinerurg wurde das Gefi8 samt Inhalt auf 1 mg genau 
gewogen und durch Subtraktion des bekannten Leergewichts aus dem so 
gefundenen Gewicht das Gewicht des Gewebes festgestellt. Der Gewebsbrei 
wurde nun mit einem feinen Glasspatel gut umgeriihrt, ein Teil mit dem 
Spatel herausgencmmen und in eine Porzellanreibschale tiberfiihrt, welche 
wir weiter unten als Portion a bezeichnen. Diese Portion diente zur Be- 
stimmung der Kohlehydraimenge im Gewebsbrei bei Beginn des Versuch. 
Der Spatel wurde nicht weiter benutzt, sondern gleichfalls in der Reib- 
schale gelassen. Nun wurde das Gefi8 mit dem darin verbliebenen Rest 
des Gewebsbreies noch eirmal gewogen und durch Subtraktion dieses 
letzten Gewichts von dem vorigen das Gewicht der in die Reibschale iiber- 
gefiihrten bzw. an dem Glasspatel haftengebliebenen Gewebsmenge 
bestimmt. In einzelnen Versuchen wurde der nach dieser Teilung ver- 
bliebene Gewebsteil nochmals geteilt, um Materia] fiir einen Parallel- 
versuch zu gewinnen. Dabei gingen wir so vor, da8B wir neuerdings mit 
einem Glasspatel einen Teil des Gewebsbreies herausnahmen, in ein leeres 
SchiittelgefaB tiberfiihrten und das Gewicht jeder einzelnen Gewebsportion 
durch Subtraktion des Leergewichts des betreffenden GefiBes von dem 
Gewicht des betreffenden GefiBes + darin enthaltener Gewebsportion 
feststellten. Nach der Teilurg des Organ- bzw. Carcinombreies wurden <lie 
in den SchiittelgefiBen befindlichen Gewebsportionen mit einer weiter 
unten zu besprechenden ,,Ripger“-Lésung versetzt, und zwar mit etwa 
acht- bis zwélfmal so viel in Kubikzentimetern, als das Gewicht der be- 
treffenden Gewebsportion betrug. Die Teilungen des Gewebsbreies in die 
einzelnen Portionen wurden so vorgenommen, da8 die Portionen ungefahr 
dasselbe Gewicht hatten. In dem gréBten Teile der Versuche wurde dieselbe 
,,Rirger“-Merge auch der in der Porzellanreibschale abgeteilten Gewebs- 
portion zugesetzt. Dies geschah jedoch erst, nachdem die Gewebsportionen in 
den GlasgejafBen sich im Brutofen befanden und der Glykolyseversuch schon 
im Gange war. Diese Probe diente ndmlich zur Bestimmung der Anfangs- 
konzentration der Gesamtkohlehydrate in dem System Gewebe und ihm zu- 
gesetzte ,,Ringer**-Lésung. Die ganze Menipulation von der Entnahme des 
Organs aus dem Tierkérper bis zum Versetzen des Gewebsbreies in den 
SchiittelgefiBen mit ,,Ringer“* dauerte 15 bis 20 Minuten, je nach der 
Anzahl der vorgencmmenen Teilungen. 
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3. Einleitung des Gasgemenges in die mit Gewebsbrei und 
, Ringer“ beschickten SchiittelgefaBe, Schiittelung im Brutofen. 


Nach Zusatz der ,,Ringerlésung‘‘ wurde das verschlossene GefaiB vor- 
sichtig mehrmals umgeschwenkt, um eine gleichmaBige Suspension des 
Gewebsbreies in der Fliissigkeit zu erzielen. Dann wurde ein Gemisch von 
Stickstoff und 5 Vol.-Proz. CO, in das GefaB eingeleitet, das Gasgemenge 
etwa eine 4% Minute durch das Rohr a zu- und dem Tubus } abgeleitet, 
dann zuerst der Tubus 6, nachher der Hahn a bei andauernder Gas- 
zuleitung geschlossen. Der in der Stahlbombe bezogene Stickstoff ent- 
hielt nach Angabe der Fabrik 1 bis 2 Vol.-Proz. Sauerstoff. Unsere 
Versuche wurden also nicht bei ganz vollstandiger Anoxybiose ausgefiihrt. 

Nachdem die GefaBe mit dem Gasgemenge gefiillt waren, kamen sie 
in den Brutschrank, dessen Temperatur sich konstant auf 39°C hielt. 
Wahrend der ganzen Versuchs- 
dauer wurden sie mit Hilfe 
eines gleich zu_ beschreibenden 
Schiittelapparats mit 50 bis 60 
Umdrehungen pro Minute ge- 
schiittelt. Die Umdrehungszahl 
reichte gerade aus, um die 
Gewebssuspension regelmaBig 
umzuriihren, ohne daB infolge 
von zu heftigen Umdrehungen 
die Gewebsteilchen an _ die 
Wand des GefaBes oder gegen- 
einander stark hingeschleudert 
worden waren. Die beiliegende 
Skizze veranschaulicht die Kon- 
struktion des Schiittelapparats. 
Abb. 2:a ist eine drehbare 
metallene Achse, die durch eine 
in der Decke eines jeden Brut- 
schranks befindliche Offnung 
hindurchgeht und mit ihren 
zugespitzten unteren Enden 

Abb. 2. in einem an den Boden des 

Brutschranks angeschraubten 

Widerlager ruht. Die Achse besteht aus zwei Teilen, einem soliden unteren 
und hohlen oberen Teil, die ineinandergeschraubt sind. An dem hohlen 
oberen Teile sind zwei Ansatzréhren angebracht, von denen sich die eine 
auBerhalb, die andere innerhalb des Brutschranks befindet. Diese zwei 
Réhren kénnen zur Zu- und Ableitung von Gasen von auBen in den Brut- 
schrank durch die hohle Achse hindurch dienen. Die zu schiittelnden 
GefaBe wurden mit Hilfe von Klammern, wie sie bei Universalstativen 
gebrauchlich sind, an der Achse befestigt. Die Starke der Schiittelung 
kann bei gleichbleibender Umdrehungsgeschwindigkeit der Achse durch 
Verstellen der Klammern in bezug auf die Achse reguliert werden. Die 
die Achse in Bewegung haltende Apparatur befindet sich zur Ganze auBer- 
halb des Brutschranks. Die Bewegungen einer Motorwelle 6 werden mit 
Hilfe einer Treibschnur auf eine Schnurscheibe c, von dieser durch eine 
gekreuzte Treibschnur auf ein um eine Vertikalachse drehbares Exzenterrad d 
iibertragen. Von dem Exzenterrad geht eine Eisenleiste e aus; diese dient 
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zur Ubertragung der Bewegungen des Exzenterrades auf die Achse a. Das 
geschieht auf die Weise, daB das Ende der Eisenleiste e mit einer vom 
oberen Ende der Achse a ausgehenden Eisenleiste / drehbar durch Schrauben 
verbunden ist. Die Eisenleiste / besitzt in verschiedener Entfernung von 
der Achse a Schraubengewinde, in die die Schraube der Leiste e hinein- 
geschraubt werden kann. Dadurch kann die Umdrehungszahl der Achse a 
reguliert werden. 


4. Bestimmung der Gesamtkohlehydrate in der Portion a, 


Nachdem die SchiittelgeféBe mit der Gewebsbreisuspension in den 
Brutofen gelangt waren, wurde die in der Porzellanschale abgeteilte 
Gewebsportion a weiter verarbeitet. In dem gréBten Teile der Versuche 
wurde zu ihr dieselbe Menge ,,Ringer“‘ zugesetzt wie zu den Gewebs- 
portionen, die fiir die Glykolysenversuche verwendet wurden. Diese Gewebs- 
portion diente zur Feststellung der Kohlehydratkonzentration in dem System 
Gewebsbrei und zugesetztem ,,Ringer“ bei Beginn des Versuchs. Wir kénnen 
namlich annehmen, da8 jede Portion des umgeriihrten Gewebsbreies den 
gleichen Gehalt an Gesamtkohlehydraten besaB. Wir haben uns davon 
durch besondere Versuche in der Weise iiberzeugt, daB wir eine zu Brei 
zerkleinerte Miauseleber nach griindlichem Umriihren in zwei Portionen 
teilten und in beiden Portionen sofort den Gesamtkohlehydratgehalt in 
der weiter unten zu besprechenden Weise bestimmten. Die aus den einzelnen 
Portionen einer Leber ermittelten Kohlehydratgehalte der Lebern wichen 
in drei Fallen um héchstens 3 Proz. voneinander ab. Es ergibt sich daraus, 
daB der Gesamtkohlehydratgehalt der in der Porzellanschale abgeteilten 
Portion auf 3 Proz. genau dem Kohlehydratgehalt der fiir'den Glykolysen- 
versuch verwendeten Gewebsportion gleicht. 

Nach Zusatz des ,,Ringers‘‘ wurde der Gewebsbrei der Portion a mit 
einem kleinen Pistill fein zerrieben, wobei darauf geachtet wurde, die bei 
der Teilung des Gewebsbreies an dem Glasspatel haftengebliebenen Gewebs- 
partikeln restlos von demselben abzustreifen. Nach dem Zerreiben wurde 
die Suspension des Gewebsbreies im ,,Ringer“ in eine trockene Eprouvette 
derart iibergegossen, da8 nur einzelne Gewebspartikelchen in der Porzellan- 
schale zuriickblieben. Nun wurde eine der ,,Ringermenge* gleiche Menge 
destillierten Wassers in die Reibschale hineinpipettiert, die Reibschale, das 
Pistill und der Glasspatel damit nachgewaschen und diese Waschliissigkeit 
zu der Eprouvette mit dem zerriebenen Gewebe so hineingegossen, daB 
an der Wand der Eprouvette etwa haftende Gewebsteilchen dabei herunter- 
gespiilt wurden. Diese Prozedur wurde noch einmal wiederholt. Sodan: 
setzten wir so viel LOprbz. HCl in die Eprouvette hinzu, daB deren Kon- 
zentration in der Fliissigkeit 2,2 Proz. HCl betrug und schiittelten vor- 
sichtig um. Durch den Séurezusatz gerann das Gewebe und _ jegliche 
spontane Glykolyse in der Probe a war ausgeschlossen. Nach Zusatz der 
Saéure wurde die Probe vorlaufig stehengelassen, und die nun folgende 
letzte Phase der Kohlehydratbestimmung erfolgte fiir die Probe a und b 
gleichzeitig. 


5. Bestimmung der Gesamtkohlehydrate in der Portion b. 


Nachdem der Glykolysenversuch beendet war, wurde die Gewebs- 
suspension in dem ,,Ringer“ aus dem GlasgefaB, das im Brutofen geschiittelt 
worden war, in eine Porzellanschale hiniibergegossen, sofort so viel de- 
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stilliertes Wasser, wie ,,Ringer‘ im SchiittelgefaB vorhanden war, in das- 
selbe hinpipettiert. Das Wasser lief so aus der Pipette ab, daB die Schliff- 
flachen des GlasgefiBes abgespiilt wurden. Nun wurde der eingeschliffene 
Deckel auf das Schiittelgefé8 aufgesetzt, der Hahn geschlossen und die 
Wande des GefaiBes nachgewaschen. Das in der Reibschale befindliche 
Gewebe wurde nun wie die Portion a zerrieben und die ganze Prozedur des 
zweimaligen Nachwaschens der Reibschale und des Pistills genau, wie dort 
angegeben, durchgefiihrt, mit dem einzigen Unterschied, daB das zwei- 
malige Nachwaschen der Reibschale mit dem Wasser geschah, das vorher 
jedesmal zum Nachwaschen des SchiittelgefaBes benutzt worden war. Nach- 
dem auch zu dieser Portion HC] genau wie oben angegeben zugefiigt worden 
war, wurden die Eprouvetten mit beiden Gewebsportionen mit je einem 
Glaswollebausch verschlossen. Sie kamen beide fiir 2 Stunden in ein Wasser- 
bad von 90°C. Die weitere Bestimmung erfolgte nach der von Dische und 
Popper angegebenen Vorschrift. 


. 
6. Zusammensetzung des fiir die Glykolysenversuche ver- 
wendeten ,,Ringers“. 


Die von uns benutzte ,,Ringerlésung‘‘ wurde so bereitet, daB auf 
76cem 0,9proz. NaCl-Lésung 2ccem einer 1,l4proz. KCl-, 2cem einer 
1,16proz. CaCl,- und 20cem einer 1,3lproz. NaHCO,-Lésung zugesetzt 
wurden. Dazu enthielt sie in den meisten Versuchen 0,1 Proz. Glucose, in 
einigen Versuchen 0,092 bzw. 0,184 Proz. Glucose. Nach Warburg, Posener 
und Negelein') steigt die Glykolyse mit der Glucosekonzentration bis zu 
etwa 0,1 Proz. stark an, von da an wird der Anstieg kleiner, so daB etwa 
bei 0,3 Proz. Glucose die Glykolyse ihr Maximum erreicht hat. Offenbar 
wire es wenig zweckmaBig gewesen, die Glucosekonzentration iiber 0,1 Proz. 
zu steigern, da die Glykolyse dadurch nur wenig gesteigert und die pro- 
zentuellen Ausschlige durch die Erhéhung des Anfangsgehalts an Kohile- 
hydraten im System Gewebsbrei und ,,Ringer“* vermindert worden waren. 


Die Wasserstoffionenkonzentration unseres ,,Ringers“‘ war, nachdem 
er sich mit einer 5 Vol.-Proz. CO, enthaltenden Atmosphare ins Gleich- 
gewicht gesetzt hat, bei Beginn des Versuchs kleiner als diejenige des Blutes. 
Nun begiinstigt einerseits die alkalische Reaktion des ,,Ringers‘‘, wie eben- 
falls von Warburg!) und seinen Mitarbeitern nachgewiesen wurde, die 
glykolytischen Vorginge, und zwar steigt die Glykolyse mit dem Wachsen 
des py bis 8 ziemlich steil an. Bei unseren Versuchen, bei denen es mehr auf 
die Vergleichswerte der Glykolyse durch Organe normaler und Carcinom- 
tiere aly auf die absoluten Werte ankam, war also die iiber der Blutalkaleszenz 
liegende Alkaleszenz unseres ,,Ringers‘‘ eher von Vorteil. Andererseits muB 
man bedenken, daB die bei der Glykolyse gebildete Séure das py, des 
,, Ringers“ im Laufe des Versuchs nach der sauren Seite verschiebt. Man 
kann zwar diese Verschiebung dadurch beliebig klein machen, daB man 
zum Gewebsbrei sehr groBe Mengen ,,Ringer“‘ zusetzt. Hatten wir aber 
unsere Versuche so angeordnet, da8 wir sehr groBe Mengen ,,Ringer“ von 
Py 7,46 (dem durchschnittlichen py des Blutes entsprechend) zusetzten, 
so wiirde die Genauigkeit der Resultate darunter sehr leiden, da wir ja 
die Glykolyse aus der Differenz der Gesamtkohlehydratmenge am Anfang 


1) Warburg, Posener und Negelein, diese Zeitschr. 152, 313, 1924. 
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und am Ende des Versuchs ermittelten. Die erste dieser Zahlen hatte sich 
durch Zugabe groBer Mengen zuckerhaltigen ,,Ringers‘‘ erhéht, wahrend 
die Glykolyse aber wahrscheinlich nicht in demselben MaBe gestiegen ware. 
Die prozentuellen Ausschlige bei der kolorimetrischen Bestimmung waren 
aber dadurch wesentlich kleiner geworden. Wir waren also gezwungen, 
méglichst wenig ,,Ringer‘‘ zum Gewebe zuzusetzen und muBten deswegen 
seine Anfangsalkalitat steigern. Eine einfache Uberschlagsrechnung zeigt, 
in welchem Ausma8 sich das py des ,,Ringers‘‘ wahrend eines Glykolyse- 
versuchs andern muBte. 

Am Anfang des Versuchs ist py 7,78 (berechnet aus den Konzentrationen 
des Na HCO, und der Kohlensaure im ,,Ringer‘“‘), nach der von Hasselbalch') 
angegebenen Formel. In unseren Versuchen hat die Leber von Carcinom- 
tieren durchschnittlich etwa 3 mg Glucose pro 1g Feuchtgewichtsgewebe 
und 1 Stunde abgebaut. Da fiir die meisten Versuche etwa 0,3 ¢ Gewebe 
suspendiert in 3 ccm ,,Ringer‘‘ verwendet wurde, so wurde bei einem zwei- 
stiindigen Versuch von der Leber etwa 1,8 mg Traubenzucker abgebaut. 
Angenommen, da8 dieser ganze Traubenzucker in Milchséure iibergeht, 
so hatte die entstandene Siure 1,68 mg NaHCO, in Lactat umgewandelt 
(bei Vernachlassigung der Hydrolyse des Lactats). In den zugesetzten 
3ccm unseres ,,Ringers“ befanden sich 7,8 mg NaHCO,. Durch die Uber- 
fiihrung von 1,68mg NaHCO, in Lactat wiirde das Py, nach Hasselbalch 
berechnet, auf 7,67 sinken. Nun bilden sich bei dieser Uberfiihrung des 
NaHCO, in Lactat 0,88 mg CO,; da unsere SchiittelgefaBe ein Volumen von 
20 cem hatten, wovon 3ccm durch den ,,Ringer“ eingenommen waren, so 
befanden sich am Anfang des Versuchs in ihm 17 ccm eines Gasgemisches, 
das 5 Vol.-Proz. CO, enthielt. Die Menge CO, betrug also am Anfang des 
Versuchs 1,70 mg, sie stieg demnach wahrend des Versuchs um etwa 50 Proz., 
wodurch wiederum das Py nach Hasselbalch von 7,67 auf 7,49 absinken 
muBte. Das py unserer ,,Ringerlésung“ hielt sich also wahrend des Versuchs 
etwas iiber dem durchschnittlichen pg des Blutes; nur wenn die Glykolyse 
den Durchschnittswert erheblich iiberstieg, konnte ein Absinken unter 
7,46 erfolgen. 


B. Versuchsergebnisse. 
a) Erklarung zu den Tabellen. 


Die Ergebnisse der nach dem eben beschriebenen Verfahren durch- 
gefiihrten Versuche sind \in den Tabellen I bis LX zusammengestellt. 
Die Versuche, bei denen verschiedene Organe bzw. Tumorgewebe von 
demselben Tiere auf ihr glykolytisches Vermégen untersucht wurden, 
tragen in den Tabellen dieselben Protokollnummern. In den Tabellen I 
und VI sind die Versuche iiber die Glykolyse von Lebern normal er- 
nahrter Carcinomtiere angefiihrt. Die meisten Versuche erstreckten 
sich iiber 2 Stunden, ein Teil iiber 1 Stunde. 

In Tabelle I ist in der Kolonne 4 das Gewicht derjenigen Leberportion 
verzeichnet, die fiir den Glykolysenversuch verwendet worden ist. In 
Kolonne 6 ist die Menge der zu dieser Leberportion zugesetzten ,,Ringer- 


lésung in Kubikzentimetern, in Kolonne 7 deren Glucosegehalt in Milli- 


1) Hasselbalch, diese Zeitschr. 78, 126, 1917. 
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grammen pro Kubikzentimeter verzeichnet. Die Kolonne 5 enthalt den 
Gesamtkohlehydratgehalt der betreffenden Leber in Milligrammen pro 100 mg 
Gewebe, also Prozentgehalt. Dieser Wert wurde nach der bei der Be- 
schreibung der Methodik angegebenen Weise in der Portion a bestimmt. 
Dabei wurde in den Fallen 13 bis 23 zur Portion a genau dieselbe Menge 
zuckerhaltigen ,,Ringers‘’ zugesetzt, als es bei der in den Brutofen ge- 
langenden Portion b der Fall war. Bei der Berechnung des Gesamtkohle- 
hydratgehalts in der Portion a muBte natiirlich diese zugesetzte Zuckermenge 
von der gefundenen Gesamtkohlehydratmenge subtrahiert werden. Da die 
Probe a in der Regel anndhernd dasselbe Gewicht hatte wie die Probe b, so 
bewirkte der Zuzatz gleicher Mengen Traubenzucker zu beiden Portionen, 
daB in dem System (Probe a + ,,Ringer‘‘) sich fast genau dieselbe Kohle- 
hydratmenge befand wie in dem System (Probe b +- ,,Ringer‘‘) bei Beginn 
des Versuchs. Wenn nun nach Beendigung des Glykolysenversuchs das System 
(Probe b + ,,Ringer‘‘) auf dasselbe Volumen gebracht wurde wie das 
System (Probe a + ,,Ringer“), und die beiden Lésungen kolorimetrisch in 
bezug auf ihren Kohlehydratgehalt verglichen wurden, so zeigte jede 
Differenz zwischen der Farbstdrke beider Loésungen in sicherer und augen- 
scheinlicher Weise, daB eine Glykolyse stattgefunden hat. In den Fillen 1 
bis 12 wurde zur Probe a zuckerfreier ,,Ringer‘* zugesetzt. 


Die Kolonne 8 enthalt die Faktoren ky und k,. Diese Zahlen haben 
folgende Bedeutung: Aus dem Gesamtkohlehydratgehalt der Leber, aus- 
gedriickt in Milligrammen pro 100 mg Gewebe (s. Kolonne 5), wurde die 
Gesamtmenge der Kohlehydrate, die sich in der Leberportion b bei Beginn 
des Versuchs befand, durch Umrechnung auf dieses Gewicht (s. Kolonne 4) 
errechnet, zu dieser Zahl die Menge Traubenzucker addiert, die sich in der 
zur Probe b zugesetzten ,,Ringerlésung’* befand (zu ersehen aus den 
Kolonnen 6 und 7), und diese Summe durch das Volumen eben dieser 
, Ringerlésung* dividiert. Die so berechnete Zahl ist der Faktor k,. Er 
bedeutet gewissermaBen die Konzentration der Gesamtkohlehydrate in dem 
System (Gewebsportion + ,,Ringer“*) in Milligrammen pro 1 ccm bei Beginn 
des Glykolysenversuchs. Dabei wurde das Eigenvolumen des Gewebsbreies 
vernachlassigt. Der Faktor k, bedeutet dieselbe GréBe am Ende des Glyko- 
lysenversuchs. Die Differenz k, bis k, mit dem Volumen der zur Portion b 
zugesetzten ,,Ringerlésung‘‘ multipliziert, ergibt also die gesamte Menge 
Kohlehydrate, die von der Portion b des Leberbreies im Laufe des Versuchs 

» k, — ky , - , 
abgebaut wurde (s. Kolonne 9). peers & 100 gibt offenbar dieselbe 
wihrend des Versuchs abgebuute Kohlehydratmenge in Prozenten der gesamten 
im System Leberportion b und ,,Ringer‘* am Anfang des Versuchs vorhandenen 
Kohlehydrate (s. Kolonne 10). Die beiden Faktoren k, und k, geben ein 
ungefahres Bild von den Konzentrationsverhaltnissen der Kohlehydrate 
in der zum Glykolysenversuch verwendeten Gewebssuspension. Diese 
Konzentrationsverhaltnisse sind, wie wir spiter unten zeigen werden, von 

k, —k, 


EinfluB auf die Gewebsglykolyse. Der Faktor - > 100 gibt ein Bild 


4 


der kolorimetrisch gemessenen Ausschlige, auf Grund deren die Glykolyse 
berechnet worden ist, und ]48t die VerlaBlichkeit der fiir diese erhaltenen 
Werte erkennen. Die Zahlen der Kolonne 11 geben die Glykolyse, umgerechnet 
auf 1g Feuchtgewicht und 1 Stunde, an. Zur Umrechnung auf das Trocken- 
gewicht miiBte man diese Zahlen bei der Leber mit etwa 4, die spater fiir 
die Nieren angegebenen mit etwa 5 multiplizieren. 
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b) Abbau der Gesamtkohlehydrate durch Carcinom- und 
Lebergewebe von normal ernaéhrten Carcinomtieren und 
Lebergeweben von gesunden Tieren. 

Tabelle I, Abbau der Gesamtkohlehydrate durch Lebergewebe von 
normal erndhrten Carcinommdusen, denen die Carcinome vor mehr als 
14 Tagen eingeimpft worden waren. 


Uberblicken wir jetzt die in der Tabelle I zusammengestellten 
Resultate! Von den 23 zweistiindigen Versuchen ergab sich in 21 eine 
betrdchtliche Abnahme der Kohlehydrate (s. Kolonne 10 und 11). In zwei 
Fallen, Protokollnummer 3 und 21, blieb die Abnahme aus. In Prozenten 
der gesamten, bei Beginn des Versuchs vorhandenen Kohlehydrat- 
menge betragt der Abbau 5,2 bis 36,7 Proz. (s. Kolonne 10). Die Glyko- 
lyse pro 1g Feuchtgewebe und 1 Stunde schwankt zwischen 1,03 
bis 629mg (Kolonne 11). Von den neun einstiindigen Versuchen 
zeigten vier Abnahmen, die in Prozenten der Gesamtkohlehydrate 
am Anfang des Versuchs 4,7 bis 17,4 Proz. betrugen, die Glykolyse 
pro 1 g Gewebe und 1 Stunde schwankt zwischen 0,79 bis 4,01 mg. 
In fiinf Versuchen war keine deutliche Abnahme der Kohlehydrate 
festzustellen. (Von diesen fiinf Fallen gehéren die Fille 29, 30 und 31 zu 
der oben unter A 1 erwaihnten Tumorgeneration, die eine augenfillige 
Abnahme der Tumormalignitaét aufwies.) 

Vergleichen wir jetzt mit diesen Resultaten diejenigen der Tabelle IT 
und III! 

Tabelle II, Abbau der Kohlehydrate durch Lebergewebe von normal 
erndhrten gesunden Mdusen. 

Tabelle III, Abbau der Kohlehydrate durch Mdusecarcinom. 


In der Tabelle II haben die unter gleichen Uberschriften wie in der 
Tabelle I verzeichneten Zahlen dieselbe Bedeutung wie in der Tabelle I. 
Dies gilt auch fiir alle anderen Tabellen dieser Versuchsreihe. Von 
den elf Lebern gesunder Mause der Tabelle II zeigten drei, Protokoll 1, 
6 und 10, nicht die geringste Abnahme der Kohlehydrate wahrend 
eines zweistiindigen Aufenthalts im Brutofen. In zwei Fallen, Protokoll 3 
und 5, waren die prozentuellen Abnahmen (Kolonne 8) 4,3 bzw. 5,5 Proz., 
und diesen geringen prozentuellen Ausschlagen entspricht ein Kohle- 
hydratabbau pro 1 g Gewebe und | Stunde von 1,52 bis 158 mg. In 
den iibrigen sechs Versuchen schwanken die prozentuellen Abnahmen 
zwischen 0,7 und 3,7 Proz., der Kohlehydratabbau pro 1 g Gewebe und 
1 Stunde zwischen 0,10 bis 0,72 mg. In allen elf Fallen ging der kolori- 
metrisch festgestellte Ausschlag nicht tiber die Fehlergrenze der 
Methode, die + 4 Proz. betriigt, hinaus, und der aus ihm berechnete 
Kohlehydratabbau pro 1g und 1 Stunde, der ohnehin in neun von 
den elf Fallen weit kleiner ist als die entsprechenden Werte der Tabelle I, 
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hat keine Bedeutung. Die geringe prozentuelle Abnahme der Gesamt- 
kohlehydrate bei Lebern normaler Tiere beruht, wie die Tabellen 
lehren, nicht etwa auf cinem gréBeren Kohlehydratreichtum derselben 
(s. k, der betreffenden Tabelle), es zeigt sich vielmehr, daB bei hchem 
Anfangsgehalt der Leber an Kohlehydraten die Glykolyse eher starker 
wird, und der Kohlehydratabbau, wie wir spiter bei den Versuchen tiber 
die Glykolyse der Lebern hungernder Carcinommiuse zeigen werden, 
geht mit dem Kohlehydratreichtum der Leber ziemlich parallel. 

Zusammenfassend kiénnen wir also sagen, daB, waihrend in elf normalen 
Fallen in zweistiindigen Versuchen der Abbau der Kohlehydrate so klein 
war, dap die festgestelliten Ausschldge innerhalb der Fehlergrenze unserer 
Methode lagen, in 23 Fallen von Carcinommdusen in 19 Fallen ein weit 
tiber den Fehlergrenzen der Methode liegender Abbau der Kohlehydrate 
festgestellt werden konnie. Dabei betrachten wir alle Fille der Tabelle I, 
in denen der Ausschlag unter 8 Proz. war, noch als negativ. Die ein- 
stiindigen Versuche weisen selbstverstindlich kleinere prozentuelle 
Ausschlige auf, und ven neun Fallen haben scgar fiinf keinen Ausschlag 
gezeigt. Von den fiinf Fallen handelt es sich aber bei drei Fallen, wie 
oben schon erwihnt, um Lebern von Carcinommiusen, deren Tumoren 
eine stark herabgesetzte Malignitét aufwiesen. 

In der Tabelle III sind sechs Versuche iiber den Kohlehydratabbau 
durch Mdusecarcinom zusammengestellt. Siamtliche Versuche weisen 
eine betrichtliche Glykolyse auf, die prozentuellen Ausschlige 
schwanken von 20,8 bis 62,0 Proz., die absoluten Werte fiir die Glykolyse 
pro lg -Feuchtgewebe und 1 Stunde ven 2,14 bis 620mg. Der 
Mittelwert der Glykolyse betrigt 4,17 mg. Das Carcincmge we be enthilt, 
wie aus der Kolonne 3 der Tabelle III ersichtlich, ziemlich betrachtliche 
Mengen an Gesamtkohlehydraten. Dieser Wert schwankt ven 0,42 
bis 1,09 mg pro 0,1 g Gewebe. Es bleibt dabei aber die Frage offen, 
ein wie groBer Anteil dieses mittels unserer Methodik bestimmten 
Wertes als Glucose bzw. Glykcgen zu betrachten ist, und welcher Anteil 
als an GewebseiweiB und Nucleoproteide gebundenes, mittels dieser 
Methode bis zu einem gewissen Grade mitbestimmbares ,,Struktur- 
kohlehydrat“ anzusprechen sei. 

Wenn wir jetzt nun die Glykolysenwerte der Tabelle I mit den- 
jenigen der Tabelle III vergleichen, so bemerken wir, daf beide Werte 
von derselben Gréfenordnung sind. Es tritt also hier die bemerkenswerte 
Tatsache zutage, da das nichtcarcinomatiése Lebergewebe eines Carcinom- 
tieres und das Carcinomgewebe desselben fast im selben Mafe die Fahigkeit 
besitzen, Kohlehydrate abzubauen. Will man also die Erhihung der 
glykolytischen Fahigkeit der Carcinomzellen, wie sie zuerst vcn Warburg 
in exakter Weise nachgewiesen worden ist, nachweisen, so muB man als 
Vergleichsobjekt ein normales Gewebe eines gesunden Tieres heran- 
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ziehen. Ein Vergleich der Tabellen II und III zeigt die Richtigkeit 
dieser Angaben. Fiihrt man hingegen als Vergleich zur Erhéhung der 
Carcinomglykolyse das gesunde Organ des Carcinomtieres an, so laBt 
sich diese Erhéhung der Carcinomglykolyse kaum nachweisen. 


c) Versuche iiber den Kohlehydratabbau durch Lebern 

hungernder Normal- und Carcinomtiere. 

Es erschien uns wiinschenswert, die Versuche tiber den Kohle- 
hydratabbau durch die Leber in der Form zu wiederholen, daB wir die 
Tiere, denen dann die Leber fiir den Versuch entnommen werden sollte, 
vorher 18 bis 64 Stunden hungern lieBen. Wir hofften dadurch zunichst 
einen Einblick zu gewinnen, ob die im Versuch abgebaute Menge der 
Kohlehydrate hauptsichlich aus dem der ,,Ringerlésung zugesetzten 
Traubenzucker oder aus dem Gewebsglykogen der Leber stammte. Im 
letzten Falle miiBten die absoluten Werte des Kohlehydratabbaues im 
Versuch mit Lebern von Hungercarcinomtieren kleiner erscheinen. 
Andererseits kénnte eine Abnahme des Glykogens im Hunger bei 
gleichbleibender Glykolyse, ceteris paribus, eine gréBére prozentische 
Glykolyse bedingen, was aber, wie wir vorausschicken méchten, nicht 
der Fall war. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in den Tabellen IV 
und V zusammengestellt. 

Tabelle IV, Kohlehydratabbau durch Lebern von Carcinomtieren, die 
vor dem Versuch gehungert haben. 


Tabelle V, Kohlehydratabbau durch Lebern von Normalltieren, die 
vor dem Versuch hungerten. 

In der Tabelle IV finden wir Resultate aus 15 Versuchen an Lebern 
von Carcinommiiusen, die vorher gehungert haben. Bei den Fallen 6 bis 15 
wurde zu der zur Ausgangsbestimmung dienenden Leberportion a 
ebensoviel zuckerhaltiger ,,Ringer“ zugesetzt wie zu der Portion b. 
Es sind elf zweistiindige und vier einstiindige Versuche. Der Kohle- 
hydratgehalt der Leber schwankt zwischen 0,1 bis 1,0 mg pro 100 mg 
Gewebe Feuchtgewicht. Die prozentuellen Abnahmen bewegten sich 


bei den zweistiindigen Versuchen zwischen 5,5 und 35,7 Proz., kein 
einziger Versuch war ganz negativ. Die entsprechenden absoluten 


Zahlen fiir den Kohlehydratabbau betragen 0,63 bis 3,88 mg pro Gramm 
und Stunde. Bei dem einstiindigen Versuch schwanken die Aus- 
schlige zwischen 9,3 bis 28,6 Proz., die absoluten Zahlen zwischen 
1,24 bis 4,09 mg. Die prozentuellen Ausschlige halten sich also ungefihr 
in denselben Grenzen, wie es bei Versuchen mit normal crnihrten 
Carcinomtieren der Fall war, die absoluten Werte des Kohlehydrat- 
abbaues dagegen sind kleiner. Dies ist wiederum ein Hinweis darauf, 
daB die GréBe des Kohlehydratabbaues von dem Kohlehydratbestand der 
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Leber abhangig ist. Tatsachlich geht der Kohlehydratabbau sowohl relativ 
wie absolut, wie aus dem Vergleich der Werte der Kolonnen 11 und 12 
mit denjenigen der Kolonne 5 hervorgeht, dem Kohlehydratgehalt der 
Leber ziemlich parallel. Bereits bei einem Gehalt von 1 mg Kohle- 
hydrate pro 100 mg Gewebe, Protokoll 4 und 5, erreichen die absoluten 
Werte fiir den Kohlehydratabbau Werte, wie wir sie bei den Versuchen 
mit Lebern normal! ernahrter Carcinomtiere bei groBen prozentuellen 
Ausschligen gesehen haben. 

In der Tabelle V finden wir neun Versuche mit Lebern von normalen 
Mdusen, die 18 bis 68 Stunden gehungert haben. Der Kohlehydrat- 
gehalt der Lebern schwankt zwischen 0,37 bis 2,63 mg pro 100 mg 
Gewebe (letzterer Wert nach 18 Stunden Hunger). Jn keinem einzigen 
Falle war relativ oder absolut ein nennenswerter Kohlehydratabbau fest- 
zustellen. In drei Fallen hat das System (Leberportion b + ,,Ringer‘*) 
einen etwas héheren Kohlehydratgehalt als das System (Portion a 
+ ,,Ringer“‘) gezeigt (1,6 bis 3,9 Proz.), was offenbar auf Fehler der 
Methode zuriickzufiihren ist. 

Zusammenfassend kann man also sagen, dap wihrend in 15 Fallen 
von Hungercarcinomlieren, sowohl nach einer wie nach 2 Stunden Aufent- 
halt im Brutofen, ein betrichtlicher Abbau der Kohlehydrate gefunden 
wurde, wobei die kolorimetrischen Ausschldge immer, zum Teil weit, iiber 
die Fehlergrenzen der Methode hinausgingen, war dies bei neun unter- 
suchten Lebern von normalen Hungermdusen bei keiner einzigen der Fall. 
Die bei den Lebern von Hungercarcinommiusen stattgefundene Glyko- 
lyse geht mit dem Kohlehydratgehalt der betreffenden Lebern ziemlich 
parallel. Die Versuche an Tieren, die vorher gehungert haben, haben 
also dasselbe Resultat ergeben wie diejenigen bei normal ernahrten 
Tieren. 


d) Zeitpunkt des Auftretens des vermehrten Kohlehydrat- 
abbaues durch die Leber beim Carcinom. 

Es lag jetzt die Frage nahe, in welchem Zusammenhang die bei 
der Leber beobachtete Erhéhung des Kohlehydratabbaues mit der 
Entwicklung des auf die Maus iiberimpften Tumors steht. Trat sie erst 
zu einem Zeitpunkt auf, wo der Tumor eine exzessive Gréfe erreicht 
hatte und seine unheilvolle Wirkung im Organismus des damit be- 
hafteten Tieres voll entwickelte, oder geniigte schon der Beginn des 
Wachstums, um den erwihnten Effekt bei der Leber hervortreten zu 
lassen? Um diese Frage der Lésung naherzubringen, untersuchten wir 
bei einigen Carcinommiausen den Kohlehydratabbau durch die Leber 
in friihen Stadien der Carcinomentwicklung, und zwar in einem Falle 
2 Tage, in zwei Fallen 3 Tage, in einem Falle 6 Tage, in drei Fallen 
7 und in einem Falle 9 Tage seit der Uberimpfung des Tumors. 
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Die Versuche sind in Tabelle VI zusammengestelit. Es zeigt sich, 
daB, vom sechsten Tage nach der Uberimpfung angefangen, eine 
Erhéhung des Kohlehydratabbaues durch die Leber festgestellt werden 
konnte, Protokoll 4 bis 8. Im Falle 4 finden wir einen sehr groBen 
Ausschlag, hier herrschten aber abnorme Verhaltnisse, da der etwa 
erbsengroBe Tumor durch seine Lage eine Obturation der Blase 
und des Darms bewirkt hat. Das Tier wurde im moribunden Zustand 
zum Versuch verwendet. Die Tumore hatten in den Fallen 4 bis 8 
etwa Erbsengréfe, in den Féllen 1 bis 3 war Tumorgewebe in situ 


makroskopisch nicht zu bemerken. 


Tabelle VI, Kohlehydratabbau durch die Leber von Carcinommdusen 


bei frihem Entwicklungsstadium des Carcinoms. 


e) Versuche tiber den Kohlehydratabbau durch Nieren normaler 
und Carcinomtiere. 

Auf Grund der Ergebnisse der bisher mitgeteilten Versuche lag 
die Vermutung nahe, daB, so wie die Leber der Carcinomtiere, auch 
andere Organe eine Erhéhung des kohlehydratspaltenden Vermégens 
gegeniiber der Norm aufweisen. Wir haben vorlaufig nur die Niere 
von Carcinomtieren darauf untersucht. Die Ergebnisse dieser Versuche 
sind in den Tabellen VII, VIII, [IX zusammengestellt. Die untersuchten 
Nieren wurden in der Regel von denselben Tieren entnommen, von 
denen auch die Lebern auf ihr Vermégen, Kohlehydrate abzubauen, 
geprift wurden. Die Nieren in den Tabellen VII, VIII und IX und die 
Lebern in den Tabellen I, IT, [V und V tragen, wenn sie von demselben 
Tiere stammen, je dieselbe Protokollnummer. Die 15 Fille der Tabelle. V1 
betreffen Nieren normal ernaihrter Carcinommiuse, die sechs Fille der 
Tabelle VIII sind Nieren von Carcinommdusen, die vorher 24 bis 
63 Stunden gehungert haben. Von den acht Fiillen der Tabelle LX 
betreffen die drei letzten Nieren von normal erndhrten gesunden Tieren, 
die fiinf ersten Nieren von normalen Tieren, die vorher 18 bis 48 Stunden 
gehungert haben. Die Versuche an Nieren gesunder Tiere dauerten 
alle 2 Stunden, von den 21 Nieren der Carcinomtiere waren zwilf 
2 Stunden, neun | Stunde im Brutschrank. 

Tabelle VII, Kohlehydratabbau durch die Niere von normal erndhrien 
Carcinommausen. 

Tabelle VIII, Kohlehydratabbau durch die Niere von gehungerten 
Carcinommausen. 

Tabelle IX. Kohlehydratabbau durch die Niere von gesunden Mdusen. 

Aus den Tabellen VII, VIII und IX ist zu ersehen, daB sowohl dic 
Nieren der normal erndhrten oder vorher gehungerten Carcinommduse, 
als auch diejenigen der gesunden Mduse in hohem Grade die Fahigkeit 
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besitzen, Kohlehydrate abzubauen. Bei Carcinomnieren betrigt der 
Abbau der Kohlehydrate in Prozenten ihrer Gesamtkohlehydratmenge 
im Gewebsbrei und dem ihn umspiilenden ,,Ringer“ 8 bis 54 Proz., nur 
in zwei unter 21 Fillen war kein Kohlehydratabbau festzustellen. Von 
den zwiélf zweistiindigen Versuchen der Tabellen VII und VIII hat nur 
ein Fall keinen Abbau der Kohlehydrate gezeigt, bei einem Falle betrug 
die prozentuelle Abnahme 13,5 Proz., in den anderen zehn Fallen 
betrug sie weit iiber 20 Proz. Von den neun einstiindigen Versuchen 
war einer negativ, die restlichen positiv, wobei die prozentuellen Ab- 
nahmen zwischen 8 und 45,2 Proz. schwanken. Die absoluten Werte 
pro 1g Gewebefeuchtgewicht und 1 Stunde schwanken in den 
Tabellen VII und VIII zwischen 1,10 bis 4,36 mg in den zweistiindigen 
Versuchen, der Mittelwert betrigt 2,64 mg, in den einstiindigen Ver- 
suchen schwanken dieselben GréBen zwischen 1,23 bis 4,27 mg, der 
Mittelwert betrigt 2,30 mg. Bei den Nieren normaler Miuse in der 
Tabelle [X schwanken dieselben Zahlen zwischen 0,73 bis 3,73 mg, der 
Mittelwert betriigt 2,28 mg. Die Versuchsdauer bei den letzteren Ver- 
suchen betrug 2 Stunden. Die aus den zweistiindigen Versuchen er- 
rechneten absoluten Werte sind insofern verlaBlicher, als sie aus groBen 
prozentuellen Ausschligen gewonnen worden sind. 

Zusammenfassend kinnen wir sagen, daB die Niere von Carcinom- 
miiusen Kohlehydrate vielleicht in etwas héherem Mae abzubauen vermag 
als die Niere von normalen Mdusen. Dieser Unterschied ist aber viel 
kleiner, als es bei den Lebern der Fall war. Jedoch baut auch schon die 
Niere normaler Mduse in sehr starkem Mae Kohlehydrate ab. 


Ill. Versuche, in denen die Glykolyse durch Messung des Glucoseschwunds 
aus der ,,Ringerlésung® ermittelt wurde. 


A. Methodik. 


Die Bestimmung der Abnahme der Glucosekonzentration in einer 
Fliissigkeit, in der Gewebe suspendiert ist, begegnet, wie oben schon einmal 
erwahnt, der Schwierigkeit, da8 aus dem Gewebe in die Fliissigkeit sowohl 
aus Eigenglykogen der Gewebe entstandene Glucose, als auch das Glykogen 
selbst und verschiedene reduzierende Substanzen iibergehen. Dies bewirkt 
aber, daB in der das Gewebe umspiilenden ,,Ringerlésung‘‘ der Gehalt an 
reduzierenden Substanzen zunachst nicht abnimmt, sondern zunimmt. 
Diese Zunahme der reduzierenden Substanzen ist am starksten bei der 
Leber, aber auch bei anderen Organen, wie z. B. Milz und Niere, ist sie 
deutlich wahrzunehmen. Dies bewirkt aber, daB man auf diesem Wege 
die Glykolyse in der ersten Versuchsstunde gar nicht messen kann, da sie durch 
die Neubildung von Glucose aus dem Gewebsglykogen vollstandig verdeckt wird. 
Erst nachdem durch die Tatigkeit der diastatischen Enzyme die Haupt- 
menge des Glykogens hydrolytisch gespalten worden ist und die Diffusion 
von reduzierenden Substanzen aus dem Gewebe in die ,,Ringerlésung“ sich 
stark vermindert hat, nimmt der Schwund von Glucose infolge von Glyko- 
lyse iiberhand und kann wahrgenommen und gemessen werden. 
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Der Zeitpunkt, von dem an dies méglich ist, ist je nach dem Versuch 
und dem dazu verwendeten Organ ganz verschieden. Offenbar steht das 
mit dem Glykogenreichtum des betreffenden Organs mit der Geschwindig- 
keit der hydrolytischen Spaltung, mit der Starke des ihm entgegengesetzten 
Prozesses, der Glykolyse, im Zusammenhang. Es ist klar, daB dadurch die 
Versuchsdauer langer sein mu8; denn der Zeitpunkt, wo die Glykolyse von 
der Leber der Carcinomtiere meBbar wird, wird z. B. hier in der Regel nicht 
vor 2 Stunden, bei der Niere nicht vor 1 Stunde erreicht. Beim Carcinom- 
gewebe dagegen ist schon infolge geringer Glykogenmengen und starker 
Glykolyse bei zweistiindiger Versuchsdauer auch mit diesem Verfahren 
eine betrachtliche Glykolyse festzustellen. Da die Menge der redu- 
zierenden Substanzen von so vielen, wie oben erwahnten, Faktoren 
abhangt, kénnen die mit dieser Methode erzielten Ergebnisse nicht ganz 
eindeutig sein. 

Stellten wir z. B. fest, daB die Leber eines Carcinomtieres in der dritten 
Versuchsstunde eine betrachtliche Glykolyse zeigte, wahrend in derselben 
Zeit dies bei der Leber eines gesunden Tieres nicht der Fall war, so konnte 
man diesen Tatbestand auch so deuten, daB auch bei der Leber eines ge- 
sunden Tieres eine Glykolyse von ungefahr derselben Starke stattgefunden 
hat, wie im Falle der Carcinomtiere, nur daB sie hier dadurch verdeckt 
worden ist, da8 die Leber normaler Tiere im Gegensatz zur Leber der 
Carcinomtiere noch in der dritten, ja sogar vierten Versuchsstunde be- 
trachtliche Mengen reduzierender Substanzen aus ihrem eigenen Glykogen 
abspaltet. So wiirde die vermeintliche Verschiedenheit der glykolytischen 
Prozesse von Organen normaler und Carcinomtiere in Wirklichkeit eine 
Verschiedenheit der diastatischen Prozesse derselben bedeuten. Anflererseits 
kénnten infolge der notwendigen Verlangerung der Versuchsdauer auch 
Prozesse bakteriellen Ursprungs im Spiele sein. Wir muB8ten also bei allen 
Manipulationen bei Ansetzen eines Versuchs auf Wahrung einer méglichsten 
Sterilitdt achten. Doch auch ohne dies kann diesem Einwand keine gréBere 
Bedeutung beigemessen werden, da es nicht einzusehen ist, warum die 
Glykolyse bakteriellen Ursprungs sich nur in den Fallen bemerkbar machen 
sollte, wo gesunde Organe der Carcinomtiere zur Verwendung kamen. 
Vollstandig konnte in unseren friiheren Versuchen beiden Schwierigkeiten 
nur dadurch ausgewichen werden, daB man statt des Schwundes der Glucose 
den Schwund der Gesamikohlehydrate als MaB der Glykolyse herangezogen 
hat, wobei die Versuchsdauer nicht iiber 2 Stunden ausgedehnt werden 
brauchte. Dabei wurde aber nur nachgewiesen, daB ein erhéhter Abbau von 
Gesamtkohlehydraten durch Lebern und Nieren von Carcinomtieren stattgefunden 
hat. Ob aber dieser Kohlehydratschwund zur Gdnze oder zum Teil Abbau 
der Glucose bedeutet, sollte erst durch diese Versuche entschieden werden. Dabei 
war es allerdings von vornherein klar, daB die Resultate dieser zweiten 
Methode nur dann verwertet werden konnten, wenn sie einigermaBen mit 
den Resultaten der ersteren Methode in Einklang standen. 


Da bei diesem Verfahren, wie gesagt, die Versuchsdauer iiber 2 Stunden 
betragen muBte, haben wir unter Wahrung der Sterilitdt gearbeitet. Die 
Organe wurden nach allgemein chirurgischen Prinzipien unter aseptischen 
Kautelen entnommen, in mit entfetteter Watte geschlossene Glischen 
gebracht, die vorher im iiberhitzten Dampf sterilisiert, nachher im Trocken- 
schrank getrocknet und nach Erkalten derselben gewogen wurden.  Fiir 
einen jeden Versuch wurde eine Leber bzw. die Nieren mehrerer Mause 
verwendet. 
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Die Lebern bzw. die Nieren wurden mit einer sterilen Schere, wie bei 
der Beschreibung des friiheren Verfahrens geschildert, zerkleinert, mit sterilem 
,, Ringer bzw. fiir manche Versuche mit sterilem Pferdeserum versetzt und 
dann in die SchiittelgefaBe tibergefiihrt. Als SchiittelgefdBe benutzten wir 
bei diesen Versuchen Rundkélbchen von etwa 100 ccm Inhalt, die mit Gummi- 
stépseln verschlossen waren. Durch den Stépsel wurde eine dicke Punktions- 
nadel gesteckt, dieselbe hatte am oberen Ende einen Hahn; das obere 
Ende der Punktionsnadel wurde mit Watte verschlossen. Wir sterilisierten 
das GefiB bei offenem Hahn im iiberhitzten Dampf, der Hahn wurde 
sofort nach Herausnahme dse GeféiBes aus dem Sterilisator geschlossen. 
Die Uberfiihrung der Gewebssuspension aus dem zur Wagung gebrauchten 
GefaB in den Schiittelkolben erfolgte mit Hilfe einer besonderen Aufzieh- 
vorrichtung, die vorher ebenfalls durch Auskochen sterilisiert worden war. 
Diese Aufziehvorrichtung bestand aus einem etwa 10 mm dicken, an beiden 
Enden etwas verjiingten Glasrohr, das am oberen Ende mit Hilfe eines 
Gummischlauchs mit einer 20-cem-Rekordspritze verbunden war. Durch 
Aufziehen des heruntergedriickten Kolbens der Rekordspritze wurde die 
Glasréhre mit der aufzusaugenden Filiissigkeit gefiillt. Die Aufzieh- 
vorrichtung wurde zuvor mit demselben ,,Ringer‘*, den wir zum Versuch 
verwendeten, durch Ansaugen desselben gewaschen, sodann das im ,,Ringer* 
suspendierte Gewebe aus dem zur Wagung benutzten GlasgefaiB aufgezogen 
und in den Schiittelkolben entleert. 


Sodann folgte die Schiittelung der GefaBe im Brutofen in der oben an- 
gegebenen Weise. Die zum Versuch verwendete ,,Ringerlésung“ enthielt 
pro 100 cem 0,2 g Dextrose (nur in einigen Fallen aber keinen Traubenzucker), 
sonst entsprach sie in ihrer Zusammensetzung der vorher angegebenen. 
Nun wurde nach | Stunde Schiittelung das Gefi8 aus dem Brutschrank 
herausgenommen, die Gewebssuspension absitzen gelassen, aus dem Schiittel- 
gefiB nachher mit einer sterilen Pipette, die oben mit entfetteter Watte 
verschlossen war, je 2 ccm der Fliissigkeit unter aseptischen Kautelen ent- 
nommen und in eine graduierte Eprouvette gebracht. Dann wurde der 
Schiittelkolben wieder in den Brutofen gestellt, dasselbe Verfahren nach 
der zweiten, dritten, manchmal] auch der vierten Versuchsstunde wiederholt. 


Die aus dem SchiittelgefaB entnommene Fliissigkeit war leicht getriibt, 
enthielt aber keine ins Gewicht fallonden Gewebsmengen. In ihr wurde 
der Traubenzucker durch Messung des Reduktionsvermégens gegeniiber Pikrin- 
sdure nach der Vorschrift, die Stanley Benedikt) fiir die Bestimmung des 
Blutzuckers angegeben hat, bestimmt. Zu 2 ccm der entnommenen Filiissig- 
keit werden 4 ccm destilliertes Wasser hinzugefiigt, mit der nach Benedikt 
hergestellten Pikrinséurelésung auf 25 ccm aufgefiillt. Nach kurzem Stehen 
wird die Probe filtriert, 8cem des Filtrats mit lecm 20proz. Na,CO,- 
Lésung versetzt, fiir 10 Minuten in ein kochendes Wasserbad gebracht, 
nach der Abkiihlung mit einer Standardlésung verglichen. 


An den Proben, die wir nach 1 oder 2 Stunden Aufenthalt der Gewebs- 
suspension im Brutofen aus den GefiBen entnahmen, stellten wir die 
Zunahme der Konzentration der Glucose im ,,Ringer“, entstanden durch 
Verzuckerung des Gewebsglykogens, fest. In den folgenden Proben wurde 
das Absinken der Glucosekonzentration im ,,Ringer“ infolge Uberhand- 
nahme der Glykolyse gemessen. 


1) St. Benedict, Journ. of biol. Chem. 20, 61. 
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B. Versuchsergebnisse. 
a) Erklarung zu den Tabellen. 
Die Ergebnisse der mit dieser Methodik ausgefiihrten Versuche 
sind in den Tabellen X bis XIV zusammengestellt. 
Tabelle X, Glykolyse durch Lebern von Carcinomtieren. 


Tabelle X1,Glykolysedurch Carcinom und Sarkom von Maus und Ratte. 


Die Tabellen X und XT sind so angeordnet, daB die Zahlen, die in 
beiden Tabellen zur gleichen Protokollnummer gehéren, sich auf Tumor- 
oder Lebergewebe desselben Tieres beziehen. Die Bedeutung der in den einzelnen 
Kolonnen angegebenen Zahlen ist aus den Uberschriften derselben ohne 
weiteres zu ersehen, nur die Kolonne 8 der Tabelle X erfordert einige Er- 
lauterungen. Die Zahlen der Subkolonne a geben die Glykolyse pro Gramm 
Gewebe und Stunde in Milligrammen an, die in der zweiten Stunde des 
Versuchs gegeniiber der Konzentration der Glucose am Ende der ersten 
Stunde folgendermaBen berechnet wurde: Durch Multiplikation der am 
Ende der zweiten Stunde gefundenen Glucosekonzentration mit der in 
diesem Zeitpunkt im SchiittelgeféB befindlichen ,,Ringermenge‘* wurde 
die Gesamtmenge der reduzierenden Substanzen im ,,Ringer‘‘ ermittelt. 
Aus der vorher am Ende der ersten Stunde gefundenen Glucosekonzentration 
im ,,Ringer** wurde die Gesamtmenge der Glucose in derselben ,,Ringer- 
menge‘* am Ende der ersten Stunde berechnet. Durch Subtraktion dieser 
beiden Zahlen erhalt man den UberschuB des in der zweiten Stunde ab- 
gebauten Traubenzuckers iiber den im Laufe der zweiten Stunde vom 
Organ neu abgegebenen. Diese Zahl, dividiert durch das Gewicht des zum 
Versuch verwendeten Gewebes, ergibt die Zahl der Subkolonne a. Die 
Zahlen der iibrigen Subkolonnen der Kolonne 8 wurden in derselben 
Weise errechnet, nur wurde als Ausgangspunkt fiir die Ermittlung des 
Glykolysenwertes pro 1 g Gewebe und 1 Stunde nicht die in einer, sondern 
in mehreren Stunden vom Gewebe abgebaute Glucose verwendet und die- 
selbe durch die Zeit dividiert, in der man die Glykolyse vor sich gehen lie8. 
So wurde fiir die Subkolonnen b und c die Glucosekonzentration am Ende 
der dritten und vierten Versuchsstunde mit derjenigen am Ende der ersten 
Versuchsstunde verglichen, auf diese Art der Abbau durch 2 oder 3 Stunden 
errechnet, diese Zahl durch das Gewicht des Gewebes und die Anzahl der 
Versuchsstunden dividiert. Wurde der Versuch also durch mehrere Stunden 
fortgesetzt, so bedeutet diese Zahl den Mittelwert fiir die waihrend der 
Versuchsdauer stattgefundene Glykolyse. 

Nehmen wir als Beispiel den Fall aus der Tabelle X, Protokoll ]. Hier 
war die Glucosekonzentration im ,,Ringer‘‘ am Ende der ersten Versuchs- 
stunde 2,77 mg, am Ende der dritten Versuchsstunde 2,52 mg pro 1 cem 
, Ringer“; das Volumen der ,,Ringerlésung** betrug am Anfang des Versuchs 
30 ccm. Da wir nach einer Stunde zur Vornahme der Ausgangsbestimmung 
2ccem der Fliissigkeit entnahmen, war das Volumen wahrend der zweiten 
und dritten Stunde 28cem. Die gesamte Glucosemenge im ,,Ringer‘ war 
also am Ende der dritten Stunde 28 x 2,51, das sind 70,2 mg. In diesen 
28 cem befanden sich aber am Ende der ersten Stunde 28 x 2,77 mg, das 
sind 77,5 mg, so sind also in 2 Stunden von 1,04g Gewebe 77,5 — 70,2 





7.3 
= 7,3 mg, oder pro 1 g Gewebe und 1 Stunde ———~ = 3,51 mg Glucose 


1,04 .2 
abgebaut worden. 


28 * 
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In den in der Tabelle X zusammengestellten Versuchen waren 
elf aus Lebern von Carcinom- und Sarkommausen, eine aus einer mit 
Sarkom behafteten Ratte. In drei, Fallen (Protokoll 6, 9, 11) konnte 
keine deutliche Abnahme der reduzierenden Substanzen in den ersten 
4 Stunden des Versuchs festgestellt werden, im Falle 6 stieg die Kon- 
zentration der reduzierenden Substanzen im ,,Ringer“ noch in der 
vierten Stunde an: wahrscheinlich war die Diffusion der aus der Ver- 
zuckerung des Glykogens entstandenen Glucose aus dem Gewebe noch 
in der vierten Stunde so stark, daB dadurch der Schwund der Glucose 
infolge Glykolyse vollstandig verdeckt war. Im Falle 9 stieg die Kon- 
zentration der reduzierenden Substanzen in der zweiten und dritten 
Stunde etwas an, um in der vierten Stunde ein wenig abzusinken. Im 
Falle 11 war das Absinken der Glucosekonzentration ebenfalls ganz 
geringfiigig. In den beiden letztgenannten Fillen blieben die Kon- 
zentrationsschwankungen der Glucose im ,,Ringer“ innerhalb der 
Fehlergrenzen unserer Methodik. Auch in diesen Fallen kénnte es sich 
um ein, wenn auch nur partielles, Verschleiern des Zuckerschwunds 
durch die oben erwaihnte Nachdiffusion aus dem Gewebe handeln. In 
den Fillen 8, 9, 11 und 12 enthielt der ,,Ringer“ bei Beginn des Versuchs 
keinen Traubenzucker. Wir hofften dadurch einerseits, daB die 
Diffusion des Zuckers aus dem Gewebe rascher beendigt sein wiirde, 
und da die Verschleierung des Zuckerschwunds sich dadurch in allen 
Fallen wird vermeiden lassen. Andererseits hofften wir die Konzentration 
der reduzierenden Substanzen im ,,Ringer“ derart zu erniedrigen, daB 
die prozentuellen Ausschlige der Glykolyse dadurch gréBer wiirden. 

Wir sehen in der Tabelle X in zwei Dritteln der Fille deutliche Aus- 
schlige, die zwischen 12 und 33 Proz. des Anfangswerts der Glucose- 
konzentration schwanken. Es ist von Wichtigkeit, daB der Schwund 
der reduzierenden Substanzen in den spiteren Versuchsstunden keines- 
wegs stiirker erscheint als in den ersten Versuchsstunden. Das zeigt, 
da die in den ergten Stunden fostgestellte Glykolyse nicht bakteriellen 
Ursprungs sein kann, denn die bakterielle Glykolyse miiBte mit der 
Dauer des Versuchs der Vermehrung der Bakterien entsprechen, in 
den spiiteren Versuchsstunden immer starker zum Vorschein kommen. 
Die absoluten Werte der Glykolyse durch Lebern von Tumormédusen 
schwanken, wenn wir die Fille, bei denen die Ausschlige innerhalb 
der Fehlergrenze der Methode liegen, ausschlieBen, zwischen 1,2 bis 
6,7 mg, im Mittel 2,34 mg pro 1g Gewebe und 1 Stunde. Nehmen wir 
das Trockengewicht der Leber zu 25 Proz. ihres Feuchtgewichts an, 
so wiirde die Glykolyse pro 1 g Trockengewicht und 1 Stunde im Mittel 
9,36 mg betragen. Die starken Schwankungen des so gemessenen 
glykolytischen Vermégens der Leber riihren sicherlich zum Teil daher, 
daB wir ja nicht die volle Glykolyse, sondern nur die Differenz zwischen 
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der durch die Glykolyse zum Verschwinden gebrachten und der aus 
dem Gewebe in den ,,Ringern“ neu dazugekommenen Glucose messen 
konnten. 

In der Tabelle XI finden sich die Ergebnisse der Versuche iiber die 
Glykolyse des Mdusecarcinoms und -sarkoms zusammengestellt. Die 
Glykolyse pro 1 g Gewebe und 1 Stunde schwankt zwischen 3,06 bis 
9,2 mg, der Mittelwert betrigt 5,59 mg. Die mit Hilfe der Gesamtkohle- 
hydratbestimmungen gefundenen Werte fiir die Glykolyse des Carcinom- 
gewebes (s. Tabelle III) sind keineswegs héher, eher kleiner, als die in 
der Tabelle XI angegebenen. Man muB aber bedenken, daB in den 
Versuchen der Tabelle XI die Anfangskenzentration der Glucose im” 
,,Ringer“ viel héher war als in den Versuchen der Tabelle III, und daB 
ferner das Verhiltnis des Volumens des ,,Ringers‘’ zu dem darin 
suspendierten Gewebe in den Versuchen der Tabelle XI wie 1 : 13 bis 50 
war, wihrend in den Versuchen der Tabelle III diese!ben GréBen sich 
wie etwa 1:10 verhielten. Die wahrend eines Versuchs durch den 
Tumor gebildete Milchsiure bewirkt eine Siuerung des ,,Ringers“, die 
um so stirker sein wird, je kleiner das Verhiltnis Volumen des 
,,Ringers “: Menge des darin suspendierten Gewebes ist. Dies bedeutet 
aber, daB die Reaktion des ,,Ringers*‘ in den Versuchen der Tabelle II 
weniger alkalisch war als in denjenigen der Tabelle XI. Dieser Unter- 
schied in der Glucosekonzentration und Reaktion des ,,Ringers“ in 
beiden Versuchsreihen kénnte fiir die Unterschiede in der GréBe der 
Glykolyse verantwertlich sein. 

Vergleicht man nun die Glykolysenwerte fiir das Tumorgewebe mit 
denjenigen fiir das Lehergewebe der Carcinomtiere, so sieht man, daB 
sie ungefahr ven derselben GréBenordnung sind. Ubrigens muB man 
bedenken, daft die Maskierung der Glykolyse durch die Abgabe des im 
Organ enthaltenen, Glykogens an die umgebende Filiissigkeit im Falle 
der Leber gréBer gewesen sein diirfte als im Falle des Carcinoms, ist 
doch der Gesamtkohlehydratgehalt des Carcinoms als Glucose be- 
rechnet nur 0,3 bis 0,6 Proz. (Leber dagegen durchschnittlich 2 bis 
4 Proz.), woven noch ein groBer Teil an EiweifB und Nucleoproteide 
gebundene kohlehydratartige Substanzen sind, die beim Aufenthalt 
des Gewebes im Brutschrank nicht an den ,,Ringer‘‘ abgegeben werden 
diirften. Aus dieser Uberlegung heraus kann man annehmen, daB die 
bei der Leber von Carcinomtieren mit dieser Methode gemessene Glyko- 
lyse im Vergleich zu der des Carcinomgewebes eher zu klein sein diirfte. 

Tabelle XII, Glykolyse durch Lebern von gesunden Tieren. 


Die Berechnung der einzelnen Zahlen der Tabelle XII erfolgte 
nach demselben Prinzip wie in den Tabellen X und XI. Jm Gegensatz 
zum Verhalten der Leber von Tumortieren zeigt sich, wie aus der 
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Tabelle XII ersichtlich, in Versuchen von Lebergeweben normaler Tiere 
selbst nach vierstiindigem Aufenthalt im Brutofen in keinem einzigen 
Falle eine Abnahme der Glucosekonzentration im ,,Ringer*. Die absolute 
Konzentration der Glucose im ,,Ringer“‘ halt sich in beiden Versuchs- 
reihen ungefahr in denselben Grenzen. Wiirde in den normalen Fallen 
eine Glykolyse von annihernd derselben GréBe wie in der Tabelle X 
stattgefunden haben, so waren die Ausschlige kolorimetrisch ebenso- 
gut zu erkennen gewesen (es sei denn, man nimmt an, daB die Ver- 
zuckerung des Glykogens in den Lebern normaler Tiere protrahierter 
verlauft, als es bei Lebern von Tumortieren der Fall ist. Dann kénnte 
allerdings in normalen Fallen noch in der dritten und vierten Stunde 
so viel Glucose aus dem Gewebsglykogen in den ,,Ringer“ iibergehen, 
daB dadurch die Glykolyse in diesen Fallen vollstandig verdeckt wird. 
Dieser Einwand kénnte indessen nur durch Bestimmungen der Gesamt- 
kohlehydrate, wie sie in der ersten Versuchsreihe ausgefiihrt worden 
sind, vollstdndig widerlegt werden). 


b) Versuche tiber die Glykolyse durch Nieren von normalen 
und Carcinomtieren. 
Die Niere gibt so wenig reduzierende Substanzen an den ,,Ringer“ 
ab, daB die Glykolyse hier zum Teil schon in der ersten Versuchsstunde 
manifest wird. 


Tabelle XIII, Glykolyse durch Nieren von Carcinomtieren. 
Tabelle XIV, Glykolyse durch Nieren von gesunden Tieren. 


Fiir Nieren der Tumortiere schwankt die Glykolyse pro 1g Gewebe 
und 1 Stunde in der zweiten und dritten Versuchsstunde von 1,20 bis 
2,63 mg, der Mittelwert betrigt 1,98 mg. Bet Nieren von normalen Mdusen 
schwanxt sie zwischen 0,88 bis 2,89 mg, der Mittelwert betrdgt 1,31 mg. 
Der ‘Mittelwert der Nierenglykolyse von Carcinomtieren ist aus 
12 Einzelwerten von sechs Versuchen, derjenige fiir normale Mause aus 
15 Einzelwerten von acht Versuchen gewonnen. Dabei ist aber im 
Auge zu behalten, daB zu einem jeden Versuch Nieren aus fiinf bis sechs 
Miéusen verwendet wurden, so dap die angegebenen Werte in Wirklichkeit 
Mittelwerte fiir die Glykolyse der Nieren von 70 bis 80 verschiedenen 
Individuen sind. Die Maskierung der Glykolyse durch das an den 
Ringer“ abgegebene Glykogen diirfte im Falle der Niere kaum in 
Frage kommen. 


IV. Diskussion der Resultate. 


Uberblicken wir die gesamten Resultate, so kénnen wir zunichst 
feststellen, daB die nicht carcinomatése Leber von Carcinomtieren eine 
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betrichtliche Erhéhung des glykolytischen Vermégens gegeniiber der Norm 
aufweist. Sie vermag sowohl den von auBen zugefiihrten Trauben- 
zucker abzubauen, was aus den Resultaten der zweiten Versuchsreihe 
(Abschnitt III) zu ersehen ist, wie auch wahrscheinlich ihr eigenes 
Glykogen anzugreifen, was man aus den Ergebnissen der ersten 
Versuchsreihe erschlieBen kann (Abschnitt I1). 

Der mittlere Wert der Glykolyse der Leber von Carcinomtieren be- 
trigt in der Tabelle X 2,34mg pro Gramm Feuchtgewebe und 
Stunde; in den 23 zweistiindigen Versuchen der Tabelle I 2,66 mg. 
Doch sind diese Werte nur angenihert miteinander vergleichbar. 
Denn die Zahlen der Tabelle X betreffen den Zuckerabbau durch 
die Leber in der zweiten, dritten und in manchen Fallen auch der 
vierten Stunde seit Beginn des Glykolysenversuchs. Die Zahlen der 
Tabelle | dagegen betreffen den Kohlehydratabbau in den zwei 
ersten Versuchsstunden. 

Nun ist aber wihrend der zweiten Stunde die Glucosekonzentration in 
der ,,Ringerlésung“ héher als in der ersten, bedingt dadurch, daB aus der 
Leber nach Verzuckerung des Glykogens Glucose in den ,,Ringer* iibergeht. 
Die Verteilung des in dem System (Leberbrei + ,,Ringerlésung“‘) vor sich 
gehenden Kohlehydratabbaues, auf die Dextrose im ,,Ringer“ einerseits 
und das Glykogen in der Leber andererseits, diirfte also in der zweiten 
und weiteren Versuchsstunden anders sein als in der ersten. Immerhin 
kénnen wir auf Grund des Vergleichs der beiden oben erwiahnten 
Versuchsreihen sagen, daB ein betrdchtlicher Teil des in der ersten und 
zweiten Versuchsstunde beobachteten Gesamtkohlehydratabbaues (s. Ab- 
schnitt IT) als Glykolyse, d. h. Abbau von Traubenzucker als solcher, zu 
betrachten ist. 


Was den Kohlehydratabbau durch die Niere betrifft, so zeigt sich 
auch hier bei den Carcinomtieren eine, wenn auch geringe Erhéhung 
des Mittelwerts gegeniiber der Norm. In der Versuchsreihe Abschnitt II 
macht diese Erhéhung 16 Proz., in Abschnitt III sogar 451 Proz. aus. 
Es zeigt sich aber in unseren Versuchen, daB schon die Niere von normalen 
Tieren ein weit héheres glykolytisches V ermégen besitzt als die entsprechende 
Leber. 

Dieser Befund steht nun im Widerspruch mit den Ergebnissen 
anderer Autoren. So hat z. B. Minami") mit der Warburgschen Ver- 
suchsanordnung die Milchsiurebildung aus Traubenzucker bei der 
Niere kleiner gefunden als bei der Leber. Lasnitzki*) hat allerdings fir 
die Niere 8 mg pro Gramm Trockengewicht und Stunde und fiir die 
Leber nur 3 mg als Glykolysenwert angegeben. Aber auch seine Zah! 
fiir die Glykolyse der Niere ist noch immer kleiner als unser Mittelwert 


1) S. Minami, diese Zeitschr. 142, 334, 1923. 
2) Lasnitzki, Zeitschr. f. Krebsforsch. 22, H. 6, 531, 1925. 
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(errechnet aus den Versuchen des Abschnitts I1). Dieser betragt 2,28 mg 
pro Gramm Gewebefeuchtgewicht, also etwa 11,4 mg pro Gramm 
Gewebetrockengewicht. Man muB aber bedenken, daB Lasnitzki 
mit seiner Methede fiir das Carcinomgewebe eine etwa zehnmal so 
groBe Glykolyse findet als fiir das Nierengewebe, wihrend bei uns 
sich dieses Verhaltnis unter zwei halt. Wenn wir nicht annehmen 
wollen, daB speziell das glykolytische Vermégen des Carcinoms durch 
unser Verfahren stirker geschidigt worden ist als dasjenige der Niere, 
was ja wenig wahrscheinlich ist, so kénnen wir die Diskrepanz dieser 
Befunde nur so erkliren: Die oben erwihnten Autoren haben nicht den 
Abbau der Kohlehydrate, vielmehr die Bildung der Milchsture gemessen. 
Diese zwei Prozesse decken sich zwar beim Carcinomgewebe, kinnten 
aber bei der Niere méglicherweise verschieden sein. Doch kénnen wir 
dariiber vorliufig nichts aussagen. 


Welche Méglichkeiten bieten sich uns nun zur Erklarung der hier 
mitgeteilten Befunde? LErinnern wir uns an die Versuche von Neu- 
schloss'), aus denen hervorgeht, daB die Organe der Tiere, die mit Car- 
cinom behaftet sind, bis auf die Milz (die eine Ausnahmestellung dies- 
beziiglich einnimmt), eine gegeniiber der Norm verminderte Atmung 
aufweisen. Wir kénnen also sagen, daB der Stoffwechsel, zumindest der 
Leber und der Niere, bei Vorhandensein eines Carcinoms im Organismus 
derart veraindert zu werden scheint, daB er dem Typus des Carcinom- 
stoffwechsels ahnlicher wird. Denn nach Warburg und seinen Mit- 
arbeitern ist es ja fiir die Carcinomzelle charakteristisch, daB bei ungefahr 
gleichbleibender Atmung die anoxybiotische Glykolyse gegeniiber normalem 
Gewebe erhéht ist, das Verhiltnis areas Siyeuiyes 
Atmung 
sehr hoch ist. In derselben Richtung Gndert sich aber, wie aus unseren 
Versuchen zu ersehen ist, dieses Verhdltnis bei der Leber und Niere von 
Tieren, auf die Carcinom iiberimpft worden ist, gegeniiber der Norm. Ob 
allerdings die Kohlehydrate durch die Organe des Carcinomtieres zu 
Milchsaure abgebaut werden, ist noch unbekannt. Versuche zur Klarung 
dieser Frage sind im Gange. 


dementsprechend 


Das Vorhandensein einer solchen ,, Umstellung** des Organstoffwechsels 
beim Carcinomtier, gleichgiiltig, ob sie schon in vivo zum Vorschein kommt 
oder erst in vitro eine hierzu bestehende ,,Bereitschaft‘‘ beim Absterben 
der Zelle manifestiert, und ob sie etwas fiir die Carcinomkrankheit Spezi- 
fisches darstellt, ist gar nicht iiberraschend. Es mu8 vielmehr auf Grund 
der bekannten Tatsache, da8 man durch Uberimpfung zellfreier Extrakte 
aus Hiihnersarkom bei Hiihnern wieder Sarkom erzeugen kann [was nach 
Rh. Erdmann*) auch im Falle des Rattensarkoms gelingt), sowie der 


1) S. M. Neuschloss, Klin. Wochenschr. Nr. 2, 8. 57, 1924. 
2) Rh. Erdmann, Deutsch. med. Woch. 1926, H. 9. 
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neuesten Arbeiten von Carrel), sowie derjenigen von Warburg, Posener 
und Negelein*), sowie der Alteren Arbeiten von N. Watermann®), 
welch letztere aber zu unserer Kenntnis gekommen ist, wahrend diese 
vorliegende Arbeit schon im Gange war, diese ,,Umstellung’ des 
Stoffwechsels beim Carcinom recht plausibel erscheinen. Carrel hat 
gezeigt, daB mononucleare Leucocyten, die in Gewebskultur lebten, auf 
Zusatz von Rousschem Sarkomfiltrat zu malignen Geschwulstzellen wurden. 
Nun sind nach den Untersuchungen Warburgs und seiner Mitarbeiter nur 
wachsende Zellen zur starken Glykolyse befahigt. Bei einem malignen 
Wachstum bleibt dabei die Zellatmung weit hinter der Glykolyse 
zuriick. Wenn nun also zellfreie Filtrate aus Tumoren normale tierische 
Zellen zum Wachstum bringen kénnen, so sind zwei Moédglichkeiten 
vorhanden: Die eine Méglichkeit ware die, da8B die Tumorfiltrate solche 
Zellen zum malignen Wachstum anregen, die vorher eine geringe anaerobe 
Glykolyse aufwiesen. Die zweite Méglichkeit ist die, daB die zum 
Wachstum angeregten Zellen schon vorher ein hohes glykolytisches Ver- 
mégen besaBen, wie es z. B. bei embryonalen oder Nervenzellen der 
Fall ist. Im ersteren Falle wiirde die Wirkung der Tumorfiltrate 
auf die Zellen so zu _ verstehen sein, daB in ihnen ein Agens 
enthalten ist, welches die Glykolyse normaler Kérperzellen erhdhen 


kann. Im zweiten Falle wiirde es sich bei der Wirkung der 
Tumorfiltrate um die Herabsetzung der Atmung von an und fiir 
sich stark glykolysierenden Zellen handeln. Warburg, Posener und 


Negelein*) glauben, daB nur das letztere der Fall ist. Sie halten eine 
primaire Erhéhung des schon vorhandenen, verhaltnismaBig schwachen 
glykolytischen Vermdégens fiir nicht wahrscheinlich. Sie; nehmen viel- 
mehr in einem Gewebe zweierlei Zellarten an: Zellen, die durch 
Sauerstoffmangel absterben und Zellen, die trotz des Sauerstoffmangels 
infolge ihrer glykolytischen Fiahigkeit sich weiter entwickeln kénnen. 
Durch das Absterben der ersten Zellart, die einen iiberwiegenden Teil 
des Gewebsgewichts ausmacht, tauscht die iibriggebliebene, unverdndert 
weiter glykolysierende Zellart prozentuell eine héhere Glykolyse vor. 
Nun konnte ‘NV. Watermann®) in der oben zitierten Arbeit den Befund 
mitteilen, daB schon kleine Anderungen in dem Medium, in dem die Zelle 
lebt, geniigen, um eine Erhéhung ihres glykolytischen Vermégens' zu 
bewirken. So bedingt das Sinken der Calciumkonzentration im ,,Ringer“ 
ein Ansteigen des glykolytischen Vermégens der Carcinomzellen. Auch 
hat Watermann gezeigt, daB Zusatz von wasserigem Tumorextrakt zur 
Niere die Milchséurebildung durch letztere steigert. Der Tumorextrakt 
selbst zeigt dabei keine Glykolyse. Doch stehen auch diese Befunde 
zu einer Herabsetzung der Atmung im Sinne Warburgs sicherlich 
nicht im Widerspruch, da iiber die GréBe dieses Faktors nichts aus- 
gesagt wird. 


1) Carrel, C. r. des séances de la soc. de biol. 98, 1083, 1925. 

2) Warburg, Posener und Negelein, diese Zeitschr. 152, 315, 1924. 

3) N. Watermann, Arch. néerlandais de phys. de homme et d’animaux 
9, 573. 

4) Warburg, Posener und Negelein, diese Zeitschr. 152, 329, 1924 
(Hypothese der Entstehung von Tumoren). 

5) N. Watermann, Nederlandsch Tyjdschr. v. Geneesk. 69, 577, 1925; 
Arch. néerlandais de phys. de homme et d’animaux 9, 573. 
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Wenn auch Watermann nicht bewiesen hat, daB dieser Einflu8 
nur Tumorextrakten und nicht auch Extrakten aus anderem Gewebe 
zukommt, so bekraftigen doch seine Befunde im Verein mit den 
obigen Uberlegungen die Meinung, daB in Tumoren Stoffe enthalten 
sein kénnten, die die anaerobe Glykolyse der normalen tierischen Zellen 
direkt oder indirekt zu steigern imstande sind. Nun ist aber sehr wahr- 
scheinlich, daB diese Stoffe in die Blutbahn des an Carcinom erkrankten 
Tieres gelangen und auch an vom Sitz des Tumors entfernter Stelle ihre 
Wirkung entfalten. 


C. F. Cori und G. T. Cori*) haben den Nachweis gefiihrt, daB das Blut 
in der Fliigelvene eines mit Rousschem Sarkom behafteten Huhnes auf der 
Tumorseite weniger Glucose und mehr Milchsaéure enthalt als auf der ge- 
sunden Seite. Schon Tadenuma, Hotta und Homma®*) haben die Meinung 
ausgesprochen, daB die Wirkung des Tumors, wie oben erwahnt, auch an 
entfernter Stelle nachzuweisen sei. Sie behaupten gefunden zu haben, daB8 
das Blut von Hiihnern mit Spindelzellensarkom eine héhere Glykolyse 
aufweist, als dasjenige normaler Tiere. Weiter behaupten sie, daB das aus 
der Fliigelvene der Seite, wo das Sarkom sitzt, entnommene Blut eine héhere 
Glykolyse zeigt, als dasjenige aus der Vene der gesunden Seite. Die von den 
oben zitierten Autoren mitgeteilten Befunde kénnen wir jedoch weder zur 
Unterstiitung unserer dhnlichen Befunde heranziehen, noch ihre Arbeit als Vor- 
léujer der unserigen betrachten. Fiir die erste Behauptung bringen sie naimlich 
in ihrer Mitteilung keine zahlenmaéBigen Belege; fiir die andere fiihren 
sie acht Versuche an. Von diesen acht Versuchen weisen vier ein 
Resultat auf, das der Behauptung der Autoren entspricht, vier dagegen 
haben ein entgegengesetztes Resultat. Die Ausschlige sind in beiden 
Fallen ungefahr gleich. Es mu8 aber noch betont werden, daB8 die 
Methode, deren sich die Autoren zur Bestimmung der Glykolyse im 
Blute bedienten, nicht einwandfrei ist. Denn sie ermitteln die Glykolyse 
einfach aus der Differenz in der Menge der reduzierenden Substanzen 
im Blute vor und nach mehrstiindigem Aufenthalt im Brutofen. Hierbei 
bleibt die Tatsache unberiicksichtigt, daB von den Kohlehydraten in den 
Blutkérperchen und aus den Eiwei8kérpern, des Plasmas durch Um- 
wandlung, reduzierende Substanzen an die Plasmafliissigkeit abgegeben 
werden kénnen, wodurch eine eventuelle Glykolyse vollstandig ver- 
schleiert werden kénnte. Versuche, die diesem Gesichtspunkt Rechnung 
tragen, sind im Gange. 


Was endlich die Bedeutung der hier mitgeteilten Befunde 
fiir das Verstindnis der Pathologie der Krebskrankheit betrifft, 
so muB jede MeinungséiuBerung dariiber als verfriiht angesehen 
werden, solange nicht die bei uns im Gange befindlichen Versuche 
eindeutig zeigen, ob der Zuckerabbau durch die Leber bzw. andere 
Organe schon in vivo stattfindet und ob eine Beziehung dieser 
vermehrten Organglykolyse zum Grade der Malignitdét des Tumors 
besteht. 


1) C. F. Cori und G. T. Cori, Journ. of biol. Chem. 65, 397, 1925. 
2) Tadenuma, Hotta und Homma, Deutsch. med. Wochenschr. 1924, 
8S. 1051; diese Zeitschr. 187, 543, 1923. 
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ermégen tierischer Organe beim Carcinom. 
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448 Z. Dische u. D. Laszlo: Glykolyt. Vermégen tier. Organe b. Carcinom. 


Zusammenfassung. 


1. In dieser Untersuchung wurde gepriift, ob die an sich nicht 
carcinomatése Leber und Niere von an Carcinom erkrankten Tieren 
eine héhere Glykolyse aufweisen als dieselben Organe von normalen 
Tieren. 

2. Es wurde gezeigt, dab bei Mausen schon vom sechsten Tage 
nach der Uberimpfung von Carcinom die nicht carcinomatisen Lebern 
eine sehr betrdchtliche Steigerung threr glykolytischen Fahigkeit aufweisen. 

3. Es wurde gezeigt, daB die Leber von Carcinomtieren sowohl 
den ihnen von auBen zugefiihrten Traubenzucker als auch wahrscheinlich 
ihr eigenes Glykogen stark abzubauen vermégen, wobei der Grad ihrer 
Glykolyse zum Teil von ihrem Gehalt an Kohlehydraten abhingig ist. 

4. Bei der Niere war eine geringfiigige Steigerung der Glykolyse 
angedeutet, aber nicht mit voller Sicherheit nachzuweisen. 

5. Die Niere von gesunden Tieren zeigt ein weit gréBeres glyko- 
lytisches Vermégen als die Leber derselben. 

6. Es wird die Meinung ausgesprochen, daB die bei den Organen 
von Carcinomtieren beobachtete Erhéhung der Glykolyse gegeniiber 
der Norm durch den Ubergang von glykolysesteigernden Substanzen 
aus dem Carcinom in die Blutbahn hervorgerufen sein kénnte. 

Weitere Untersuchungen zur Klarung der weiter oben angedeuteten 
Fragen sind im hiesigen Institut im Gange. 











Zur Bestimmung des Fettsiuregehalts von Organen. 


Von 
Anton Fischer. 


(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie im Wiener physiologischen 
Universitatsinstitut. ) 


(Eingegangen am 15. Juni 1926.) 


Die modernen Methoden der Fettbestimmung beruhen alle auf dem 
Prinzip der Verseifung und Isolierung der hohen Fettsiuren. 


Nachdem dieser Vorgang zuerst von Liebermann und Székely') ein- 
geschlagen worden ist, hatten spaiter Kumagawa und Suto*) ihre Methode 
auf dieses Prinzip aufgebaut, und es ist seither letzterer Vorgang, vielfach 
modifiziert, nahezu ausschlieBlich zur Fettbestimmung verwendet worden. 

Wenn es auch anerkannt werden soll, daB eine groBe Zahl von Autoren 
mit der Methode von Kumagawa-Suto gute Resultate erzielt haben, miissen 
gewisse prinzipielle Bedenken gegen dieselbe erhoben werden. So ist vor 
allem gegen die Alkaliverseifung einzuwenden, daB8 diese allein die Molekel 
der EiweiBkérper nicht vollkommen desintegriert, und das in ihnen ent- 
haltene ,,maskierte*‘ Fett der Bestimmung entgehen kann. Da8 unter 
gewissen pathologischen Bedingungen ein Teil der Fettséiuren erst nach 
vorausgehender Pepsinverdauung der Gewebe atherléslich und extrahierbar 
wird, ist schon von Bondi*) beobachtet worden. Die Verseifung leidet aber 
auch an Fehlern, welche die praktische Ausfiihrung der Methode beein- 
trachtigen. In der Fliissigkeit, die mit Ather ausgeschiittelt werden soll, 
befinden sich zweifellos viele kolloidale Substanzen, die nicht nur in der 
wasserigen Schicht bleiben, sondern auch recht haufig ais gelatinése Sus- 
pension die Grenzschicht des Athers einnehmen, von der sie nicht zu trennen 
sind. Das Filtrieren durch den vorgeschriebenen Watta-Asbestfilter gelingt 
infolge des niedrigen spezifischen Gewichtes des Athers nur mit Zuhilfenahme 
der Wasserstrahlpumpe, und es geht mit dem Ather auch die darin emulgierte 
gelatinése Masse ins Filtrat. Durch die wechselnde Menge dieser Ver- 
unreinigung werden die durch Wagung erhaltenen Werte wesentlich beein- 
trachtigt, so erhielten wir z. B. in zwei Bestimmungen einer Schweinsleber die 
immerhin stark abweichenden Werte von 2,97 und 3,30 Proz. Fettséuren, 
also eine Differenz von iiber 10 Proz., die in keinem Verhaltnis zur Zeit und 
Miihe steht, welche jede einzelne Bestimmung mit der Methode erfordert. 


1) Pfliigers Arch. 72, 360, 1898, 
2) Diese Zeitschr. 8, 218, 1908. 
3) Ebendaselbst 17, 543, 1909. 








450 A. Fischer: 


Wir waren daher bemiiht, einen Vorgang zu finden, der neben einer 
Vereinfachung der Ausfiihrung die praktischen Schwierigkeiten der 
Fettbestimmung nach Kumagawa-Suto vermeidet. 


1. Kalkfallung nach Verseifung mit Natronlauge. 


Anfangs haben wir versucht, die Verseifung mit Natronlauge als 
Vorbereitung beizubehalten und die Natronseifen der Fettsiuren vor 
dem Ausschiitteln zu isolieren, um die kolloidalen Substanzen méglichst 
zu entfernen. Zu diesem Zwecke haben wir die nach der Vorschrift 
von Kumugawa-Suto mit NaOH verseifte Fliissigkeit neutralisiert 
und nachher mit Kalk gefallt. Es wurde filtriert, die Kalksalze der 
Fettsauren wurden vom Filter in eine Glasschale gewaschen, die Kalk- 
seifen durch Zufiigen von H,SO, zersetzt und die freie Fettsiuren 
enthaltende Suspension nach Verreiben mit Na,SO, und Quarzsand 
im Soxhletapparat extrahiert. 

1. Versuch. Drei Parallelversuche. Je 1g Stearinséure + 0,5 g Palmitin- 
siure wurden mit 1g Serumglobulin + |g Dextrose am Wasserbad 
mit 25cem 5 X n NaOH im Becherglas 2 Stunden lang unter einer Glas- 
glocke gekocht. Nachher wurde mit HCl neutralisiert und mit 20 ccm 
einer 10proz. CaCl,-Lésung gefallt. Es wurde durch ein glattes Filter 
filtriert, der Riickstand in eine Glasschale gewaschen, mit H,SO, an- 
geséuert und am Wasserbad bis auf 5ccm verdampft. Der Riickstand 
wurde mit wasserfreiem Na,SO, und Quarzsand verrieben, die trockene 
kristallinische Masse in eine Papierhiilse gebracht und im Soxhletapparat 
mit Ather extrahiert. Der Ather wurde in ein abgewogenes Becherglas 
geschiittet und dieses nach Verdampfen des Athers und einstiindigem 
Trocknen bei 50°C gewogen. Die erhaltenen Werte waren 1,05, 1,10 und 
1,20 q Fettsiure anstatt der zugesetzten 1,50 g. 

2. Versuch. Zwei Parallelversuche mit je 1g Palmitinséure + 0,5 g 
Stearinsdure mit Zusaitzen von 1 g Serumglobulin + 1 g Dextrose. Vorgang 
wie bei Versuch 1, gefunden 0,74 und 0,82 9 Fettsiure anstatt 1,50 g. 

3. Versuch. 0,5g@ Palmitinséure + 0,5 g¢ Stearinséiure wie bei Versuch 1, 
verseift und gefallt. Der Kalkniederschlag am Filter wurde getrocknet und 
wog 1,10g. Dann wurde weiter wie bei Versuch 1 verfahren, nach der 
Extraktion fanden wir 0,45 g Fettsdure statt 1,09. Mehr als die Halfte 
der Fettséiuren’ muB also bei der Extraktion verlorengegangen sein. 

Dieser Vorgang erwies sich, wie Versuche ] bis 3 zeigen, als durch- 
aus ungeeignet, und Versuch 3 zeigt, daB der Fehler in der Extraktion 
liegt, indem der Ather die in den Na,SO,-Kristallen eingeschlossenen 
Fettsiuren offenbar nicht gelést hat. Wir haben daher den Vorgang 
geindert, indem wir die am Filter gesammelten Kalksalze der Fett- 
siuren in eine Glasschale spiilten und mit einigen Tropfen konzentrierter 
HCl ansiuerten, die sauer reagierende Suspension etwa 15 Minuten 
am Wasserbad digerierten und nachher mit Ather ausschiittelten. 

4. Versuch. Zwei Parallelversuche mit je 0,5 g stearinsaurem Natrium 
+ 0,5g délsaurem Natrium (entsprechend zusammen 0,926 g Fettsduren). 
Verseifung und Kalkfallung wie bei Versuch 1. Der Filterriickstand wurde 
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in eine Glasschale gewaschen, mit HCl angesduert, 15 Minuten am Wasser- 
bad erhitzt, nachher im Scheidetrichter mit Ather ausgeschiittelt. Der 
Ather kam in ein abgewogenes Becherglas, die wisserige Schicht wurde 
ein zweites Mal mit Ather ausgeschiittelt, der vereinigte Ather am elektrischen 
Sandbad verdunstet und das Becherglas mit den zuriickgebliebenen Fett- 
sduren nach einstiindigem Trocknen bei 50° C gewogen. Wir erhielten nach 
diesem Vorgang 0,90 q und 0,88 q Fettséuren statt 0,926 q. 

5. Versuch. Drei Parallelversuche. Je 0,5g Palmitinsdure + 0,5 ¢ 
élsaures Natrium (entsprechend insgesamt 0,968 g Fettséuren) mit Zusatz 
von 1g Serumglobulin + 1g Dextrose. Verfahren wie bei Versuch 4, die 
erhaltenen Werte waren 0,52 9, 0,52 und 0,50 q statt 0,968 g. 

6. Versuch. 0,5 q Palmitinsiure + 1g Serumglobulin + 1 g Dextrose, 
bestimmt wie Versuch 4, ergibt 0,50g Fettséure. 0,5 g 6lsaures Natrium 
(= 0,468q Olséiure) + 1g Serumglobulin + 1g Dextrose, bestimmt wie 
Versuch 4, ergibt 0,40 g Fettsiure. 0,5 g Palmitinséure + 0,5 g Stearinsdéure 
+ 0,5 g élsaures Natrium ( 1,468 g Fettsiure) + 1 g Serumglobulin + 1 g 
Dextrose, bestimmt wie Versuch 4, ergibt 1,40 g Fettsaure. 

7. Versuch. 2,23q Olivenél + 1g Serumglobulin + 1g Dextrose, 
bestimmt wie bei Versuch 4, ergibt 0,85 g Fettséiure. 2,12 g Olivenél + lg 
Serumglobulin + 1 g Dextrose, bestimmt wie bei Versuch 4, ergibt 1,00 9 
Fettsaure. 

Wihrend die bei den Versuchen 4 und 6 erhaltenen Werte zu- 
friedenstellend waren, sind sie bei den Versuchen 5 und 7 viel zu niedrig. 
Die Ursache war die ungeniigende Desintegration dureh die Natron- 
lauge, da die aus den EiweiB- und Dextrosezusitzen bei der Verseifung 
entstandenen kolloidalen Substanzen bei der Kalkfaillung auf dem 
Filter geblieben sind und eine klare Trennung des Athers von der 
wiasserigen Schicht verhinderten. 

Es erwies sich daher als notwendig, ein Verfahren anzuwenden, 
bei welchem die kolloidalen Verbindungen des Untersuchungsmaterials 
vor der Ausschiittelung bzw. Kalkfillung desintegriert werden. Eine 
weitgehende Desintegration der EiweiBkérper hatte weiterhin den 
Vorteil, daB alle im EiweiBmolekel etwa maskiert enthaltenen Fett- 


siuren der Bestimmung zuginglich gemacht werden kénnen. 


2. Kalkfillung nach vorausgehender Hydrolyse mit HCl. 

Zu diesem Zwecke sind wir folgendermaBen vorgegangen: Das 
Gemenge von Fettsauren, EiweiB und Dextrose wurde mit konzentrierter 
HCl 9 Stunden lang hydrolysiert, nachher neutralisiert und das alkalisch 
reagierende Hydrolysat mit Kalk gefallt. Der weitere Vorgang, Filtrieren 
und Ausschiitteln, erfolgt wie bei dem Versuch 4. 

8. Versuch. Zwei Parallelversuche. Je 0,5g Stearinséure + 0,5¢ 
Palmitinsdure + 0,5g dlsaures Natrium (insgesamt 1,468g Fettsdure) 
wurden mit Zusatz von 2g Serumglobulin + 1g Dextrose mit 30 ccm 
konzentrierter HCl 9 Stunden lang hydrolysiert. Nachher wurde mit 
30cem 60proz. NaOH neutralisiert, mit Lackmuspapier die alkalische 
Reaktion festgestellt und nach Auskiihlen mit 30 ccm Kalkwasser gefallt. 
Es wurde nun mit der Nutsche durch ein gehartetes Filter filtriert, das 
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Filter bei 110°C getrocknet, der Riickstand in einer Glasschale in Wasser 
und etwas HCl suspendiert, 15 Minuten am Wasserbad erhitzt, dann in 
einen Scheidetrichter gebracht und wie in Versuch 4 ausgeschiittelt. Wir 
erhielten bei Versuch a 1,249, bei Versuch b 1,23 g Fettsiuren. Da der 
Verdacht aufgetaucht ist, daB die fehlenden Fettsauren durch die Saugkraft 
der Nutsche ins Filtrat gehen konnten, haben wir das Filtrat durch ein 
glattes Papierfilter ohne Ansaugen filtriert und den Riickstand wie oben 
verarbeitet. Er enthielt bei Versuch a 0,14 g, bei Versuch b 0,17 g Fett- 
sduren, so daB die Gesamtwerte 1,38 und 1,40 g waren anstatt 1,468 q. 

Ein dritter Parallelversuch mit denselben eingewogenen Fettsaure- 
mengen, bei dem wir gleich ohne Ansaugen filtrierten, ergab 1,409 Fett- 
sduren anstatt 1,468 9g. 

9. Versuch. 0,5g dlsaures Natrium (0,468g Olsdiure) + 1g Serum- 
globulin + 1g Dextrose ergibt nach dem Verfahren wie bei Versuch 8 
0,429 Olsiure. 1g Tristearin (entsprechend 0,95 gq Stearinséure) + 2g 
Serumglobulin + 1g Dextrose ergibt 0,94 g Stearinsaéure. 


Nachdem die Vorversuche mit eingewogenen Fettsiuremengen zu 
befriedigenden Ergebnissen fiihrten, haben wir das Verfahren auf Fett- 
bestimmung in der Leber angewendet, wobei wir die Richtigkeit der 
erhaltenen Werte durch Zusitze von Fettsiuren kontrolliert haben. 
Letztere haben wir ermittelt, indem wir von der Summe der erhaltenen 
Fettsiuren den auf Grund des gefundenen prozentuellen Gehalts 
berechneten Fettsiuregehalt der eingewogenen Leber subtrahiert haben. 





Leber Sancta __ tnt tee |) Ee 
8 g Proz. g 
10. Versuch. Rindsleber. 

2490 | — 0,82 3,30) » wy — 
25,10 — 0.89 3,50)“ — 
22,00 |0,50g Stearinsiure 1,25 — 0,50 
24,60 | 0,50 g ~ u 1,34 _— 0,50 
11. Versuch. Rindsleber. 

20,50 — 0,56 2,73) 967 — 
21,00 — 0,55 2.62) “1° ie 
20,70 | 042g dls. Natr. ‘ 

= 0,39 g Olséure 0,87 _ 0,32 
27,50 0,50 y Palmitins. 1,23 _— 0,50 

. 12. Versuch. Schweinsleber. 

20,05 — | 0,77 3,87 —: 
31,80 | 0,50 g Stearinsaure || 1,69 — 0,49 
13. Versuch. Rindsleber. 

20,50 | — 0,61 3,00) 30 — 
22,60 — 0,68 3,00} _— 
25,10 | 0,50 g Stearinsaiure 1,243 — 0,49 
14. Versuch. Rindsleber. 

24.80 — 0,821 3,31 3.25 —_ 
25,30 — 0,810 3,20) “"" — 
33,80 1,0 9g Stearinséure 1,853 _- 0,89 
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Leber Getundene Fettsauren Gefundener 
Zusatz P< ea a a ’ Zusatz 
& & | Proz 8 
15. Versuch. Schweinsleber. 
35,50 — 0,847 2,39) o “5 _ 
40,70 _ 1018 2,50) “°*? se 
32,80 0,50g Stearinsaure 1,283 -- 0,48 
16. Versuch. Schweinsleber, Fettinfiltration. 
19,60 — 3,332 17 — 
14,20 | O5g dls. Natr. 
0,468 g Olséiure 2,863 _ 0,450 
9,60 lg dls. Natr. 
= 0,936 g Olséiure 2,569 — 0,936 


17. Versuch. Menschenleber, geringgradige Fettinfiltration, 
Trockensubstanz 20,4 Proz. 


8,30 _ 0,230 2,77) » 99 — 
9,40 — 0,270 2.87) “°° -_ 
9,30 0,5g dls. Natr. 
- 0,468 9 Olsiure 0,718 _ 0,456 
9,00 1g dls. Natr. 
0,936 g Olséure 1,160 — 0,907 


18. Versuch. Menschenleber, geringgradige Fettinfiltration, 
Trockensubstanz 22,1 Proz. 


18,40 — 0,682 316 _- 
23,70 0,5g dls. Natr. 

= 0,468 g Olsiure 1,186 — 0,438 
23,70 lg dls, Natr. 

= 0,936 g Olséure 1,660 — 0,912 
19. Versuch. Fettleber vom Menschen, Trockensubstanz 22,6 Proz. 
6,30 — 0,280 | 4,40 —_— 
10,55 0,5g dls. Natr. 

— 0,468 9 Olséure 0,912 —_ 0,448 
10,10 | Ig 6éls. Natr. 

= 0,936 g Olsiure 1,340 _ 0,900 


Wie aus den Versuchen 10 bis 19 ersichtlich, waren die mittels 
Kalkfillung ermittelten Werte bei den Kontrollversuchen gut itiber- 
einstimmend, und die zugesetzten Fettsiuren lieBen sich nahezu 
quantitativ nachweisen. Da es mitunter vorkam, da8 trotz der voraus- 
gehenden Hydrolyse sich beim Ausschiitteln grobe Verunreinigungen 
in der Atherschicht angesammelt haben, haben wir den Ather aus dem 
Scheidetrichter durch Seide filtriert und erst den klaren Ather in das 
abgewogene Becherglas gebracht. 

Zusammenfassend wollen wir nun den Vorgang beschreiben, den 
wir zur Bestimmung der Fettsiuren in Organen befolgt haben. 


8. Beschreibung der Methode. 
10 bis 20g des feuchten bzw. 2 bis 5g des getrockneten Organs 
werden in einem langhalsigen Kochkolben von 200ccm Inhalt ein- 
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gewogen und in 50 cem konzentrierter HCl mindestens 9 Stunden lang 
unter RiickfluBkiihlung hydrolysiert. Nach Abkihlen wird mit 30 bis 
50cem 60proz. NaOH neutralisiert und schwach alkalisch gemacht 
(mit Glasstab und Lackmuspapier priifen!), sodann nach neuerlichem 
Abkiihlen 30 cem Kalkwasser hinzugefiigt. Nun wird durch ein glattes 
Papierfilter ohne Ansaugen filtriert, Kolben und Filter mit Kalkwasser 
nachgewaschen und das Filter am Rande einer Glasschale vorsichtig 
ausgebreitet. Der Filterriickstand wird vom Papier in die Schale 
gespilt, die Fliissigkeit mit HCl angesiuert und 15 Minuten am 
kochenden Wasserbad erhitzt. Wenn die Menge der Fliissigkeit zu 
groB ist, so soll bis auf etwa 50 ccm eingedampft werden. Dann laBt 
man abkiihlen und schiittet die Fliissigkeit in einen Scheidetrichter 
von 500 ccm Fassungsraum. Die Glasschale wird mit Ather ausgewaschen 
und der Scheidetrichter mit etwa 150 ccm Ather beschickt. 

Der Inhalt des Scheidetrichters wird nun wiederholt kraftig durch- 
geschiittelt und nach Trennung der Schichten die wiisserige Schicht 
in eine Schale abgelassen, der Ather in ein abgewogenes Becherglas 
geschiittet. Wenn sich im Ather eine Emulsion bildet, so versuche man 
dieselbe durch vorsichtiges Schwenken des Trichters in die wisserige 
Schicht zu treiben. Gelingt das nicht, so mu nach Ablassen der 
wiisserigen Schicht die verunreinigte Grenzschicht des Athers gesondert 
abgelassen und durch ein Seidenfilter filtriert werden und nur die 
obere. klare Partie darf durch die obere Trichteréffmung gleich ins 
Becherglas geschiittet werden. Man bereitet sich das Seidenfilter, 
indem man in einen Glastrichter von 20cm Durchmesser einen Glas- 
ring (einen Sektor eines kleineren Trichters) einschleifen 14Bt und 
zwischen beide ein Seidenstiick einzwingt. Nun wird die wisserige 
Schicht nochmals ausgeschiittelt, der Ather vereinigt und am elek- 
trischen Wasserbad verdampft. Die im Becherglas zuriickgebliebenen 
Fettsiuren werden noch 1 Stunde lang bei 50°C getrocknet und 
zuletzt gewogen. Ihr Gewicht, multipliziert mit dem Faktor 1,046, 
ergibt den Gehalt an Neutralfett des untersuchten Organs. 

Wenn man sich an den beschriebenen Vorgang hilt, ist die Be- 
stimmung des Fettgehalts mehrerer Organe, an denen die Hydrolyse 
bereits vollzogen ist, binnen 2 bis 3 Stunden bequem durchzufiihren. 
Die Fehlergrenze der Methode hat bei unseren Versuchen 10 Proz. nur 
sehr selten erreicht, sie betrug bei den gesattigten Fettsiuren im Durch- 
schnitt 1 bis 2 Proz., bei der Olsiure 5 Proz. Die Methode bietet, um 
nochmals zu betonen, neben ihrer relativ einfachen Durchfiihrbarkeit 
den Vorteil, daB bei ihrer Anwendung auch das in den Proteinmolekeln 
etwa maskiert enthaltene Fett der Bestimmung nicht entgehen kann. 
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Mikrogesamtjodbestimmung 
und Jodbestimmung in organischen Siuren. 


Von 
B. Groak. 
(Aus der ersten medizinischen Universitétsklinik in Wien.) 
(Eingegangen am. 15. Juni 1926.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Das in der letzten Zeit besonders rege gewordene Interesse fiir 
den Jodhaushalt des Organismus hatte eine vielfache Verbesserung und 
Vereinfachung der Methodik der Jodbestimmungen zur natiirlichen 
Folge. Nichtsdestoweniger bereitete die Bestimmung des organisch 
gebundenen Jods noch Schwierigkeiten genug, schon wegen der langen 
Dauer auch der einfachsten Methoden. Die hier zu beschreibende 
Methode diirfte vielleicht, insbesondere auch in der Abkiirzung der 
Zeitdauer der Bestimmung einen weiteren Fortschritt bedeuten, da 
mit ihrer Hilfe zwei Parallelbestimmungen innerhalb einer halben 
Stunde bequem ausgefiihrt werden kénnen. 

Das Verfahren gestaltet sich wie folgt: 


1. Bei Abwesenheit von Brom. 


Etwa 0,5 bis 0,75¢ Natr. carbonic. sicc. und 0,3 bis 0,5g Kalium 
nitricum pulv. werden mit der genau abgemessenen, etwa 0,5 bis 1,0 cem 
betragenden Menge der zu untersuchenden Fliissigkeit bzw. der genau 
gewogenen Menge der Substanz und 0,5 ccm destillierten Wassers in einem 
Porzellantiegel von 3 x 3em GréBe iiber kleiner Flamme am Asbestnetz 
zur Trockene eingedampft, dann auf freier Flamme zur dunklen Rotglut 
erhitzt, bis in der Schmelze keine dunkel gefirbten Stellen mehr sichtbar 
sind, und die anfangs staérkere Gasentwicklung abflaut. Die schwach 
griinlich!) gefarbte Schmelze wird nach dem Erkalten in etwa 5 ccm heiBem 
Wasser aufgenommen und in ein 100 ccm fassendes Erlenmeyerkélbchen 
iibergefiihrt, in welchem sich 10 bis 15 Glasperlen befinden. Der Tiegel 
wird mit 15 bis 20 cem Wasser nachgespiilt. Nach Abspiilen des Kolben- 
halses set zen wir 12 bis 15 Tropfen einer kalt geséttigten Kaliumpermanganat- 
lésung hinzu, vermischen durch Umschwenken und kochen den Inhalt kurz 


1) Durch das in Spuren iiberall vorhandene Mangan. 
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auf. Nach etwa 10 Sekunden langem Kochen nehmen wir den Kolben von 
der Flamme und versetzen die heiBe Fliissigkeit mit 5 cem 25proz. Schwefel- 
siure, die wir am Anfang vorsichtig tropfenweise zusetzen miissen, da das 
Gemisch unter Entwicklung von CO, und NO,-Dampfen stark schiumt. 
Nach Zusatz der ersten 1 bis 2ccem wird der Kolbeninhalt in der Regel 
klar, und nun kénnen wir das Ubrige unter Abspiilen des Kolbenhalses 
getrost zuflieBen lassen. 

Der noch heiBe Kolben wird wieder iiber die Flamme gesetzt und eine 
mit destilliertem Wasser auf das fiinffache Volumen verdiinnte Kalium.- 
permanganatlésung bis zur bleibenden, deutlichen Rosafarbung hinzu- 
gefiigt. Mit dem Zusatz soll noch vor Beginn des Kochens begonnen und 
bei beginnendem Kochen geendet werden, spitestens %, Minuten nach 
Beginn des Kochens soll die bleibende, schwache Rosafarbung erreicht 
sein. Nach 10 bis 15 Sekunden langem Kochen setzen wir nun genau 
0,Leem n/10 Natriumnitritlésung zur kochenden Filiissigkeit, worauf 
sofortige Entfarbung eintritt, und spiilen den Kolbenhals mit Wasser kurz 
ab. Nach 25 bis 36 Sekunden langem Kochen fiigen wir 1 cem einer 10proz. 
wasserigen Harnstofflésung hinzu und spiilen den Kolbenhals abermals 
gut ab. (Wahrend dieser ganzen Zeit befindet sich der Kolben iiber der 
Flamme, das Kochen soll auch wahrend der verschiedenen Zusatze nicht 
unterbrochen werden.) Nach weiteren 55 bis 60 Sekunden nehmen wir den 
Kolben von der Flamme, kiihlen in flieBendem Wasser stark ab und 
titrieren das nach Zusatz von 1 cem 5- bis 10proz. Jodkalilésung und 3 bis 
5 Tropfen einer lproz. Starkelésung ausgeschiedene Jod aus einer Mikro- 
biirette mit n/100 Thiosulfatlésung. Bei gré8eren Jodmengen kénnen wir 
n/50 bzw. n/10 Thiosulfat, und anstatt der Mikrobiirette eine Preglsche 
verwenden. Bei ganz geringen Jodmengen kann eine n/500 Thiosulfat- 
lésung verwendet werden. Den Titer der n/100 Thiosulfatlésung stelle 
man taglich, den der n/500 nach jeder zweiten bis dritten Bestimmung. 

Da das Jod nach diesem Verfahren als Jodsaiure bestimmt wird, erhalten 
wir das Sechsfache der urspriinglich vorhandenen Menge. Einem Kubik- 
zentimeter der n/100 Thiosulfatlésung entsprechen daher 0,0012692/6 
= 0,0002115g = 0,2115 mg Jod. 


2. Bei Anwesenheit von Brom, 


Die Anwesenheit von Brom stért bei diesem Verfahren hauptsachlich, 
weil es durch Permanganat in Freiheit gesetzt und dabei Braunstein ge- 
bildet wird. Das Verfahren erleidet daher folgende kleine Anderung. 

Nach Jem Ansaéiuern mit der Schwefelséure versetzen wir den Kolben- 
inhalt noch vor Beginn des Kochens mit Permanganatlésung im Uberschu8 
und fiigen nach Beginn des nicht zu heftigen Kochens noch so viel hinzu, 
bis der Schaum der undurchsichtigen schmutzigbraunen Fliissigkeit deutlich 
violett schimmert. Dann ist alles Brom in Freiheit gesetzt und durch das 
Kochen fast augenblicklich ausgetrieben worden. Nun tropfen wir zur 
kochenden Fliissigkeit eine 10 proz. Natriumnitritlésung bis zur vollstandigen 
Entfairbung hinzu und reinigen auch den Kolbenhals und die Wande durch 
griindliches Abspiilen von anhaftenden Braunsteinteilchen. Das ganze 
Verfahren soll nicht mehr als 2 bis 3 Minuten in Anspruch nehmen. 

Nach der eingetretenen Entfairbung versetzen wir nun tropfenweise 
mit der verdiinnten Permanganatlésung bis zur schwachen Rosafairbung, 
welche, da kein Brom mehr vorhanden, nun bestehen bleibt, und verfahren 
weiter wie oben angegeben. 
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Von einer genauen Begriindung des Verfahrens méchte ich schon 
wegen Raummangels absehen. Es sei nur erwahnt, da die beschriebene 
Art des Veraschens zugleich auch das Jod oxydiert, und das kurze 
Kochen mit alkalischem Permanganat ist nur zum _ vollstandigen 
Oxydieren der letzten Jodspuren eingeschaltet. Das zugesetzte Per- 
manganat oxydiert spiiter auch den gréBten Teil der beim Ansauern 
frei werdenden salpetrigen Saure. Das tibrige dient lediglich zur raschen 
und vollstindigen Entfernung des iiberschiissigen Nitrits und Per- 


» 


manganats. Es konnte auch in direkten Versuchen gezeigt werden, 
daB ein Kochen mit Nitriten oder mit Permanganat bei dem angegebenen 
Sauregrad in der in Frage kommenden Konzentration und Zeitdauer 
auf die Jodsiure keinen nachweisbaren EinfluB hat. Gerade wegen 
der verhaltnismaBig hohen Aciditaét muB aber nach dem Jodkalizusatz 
sofort titriert werden. 

Zu beachten ist noch folgendes: 


Wenn die Werte verlaBlich sein sollen, ist peinlichste Sauberkeit zu 
beobachten. Das gilt auch fiir simtliche verwendeten Reagenzien; ins- 
besondere das Kaliumnitrat enthalt oft nicht unbetrachtliche Mengen von 
Jod. Anwesenheit von erheblichen Mengen von Eisen oder Kupfer stért 
die Bestimmung, das im Blute vorhandene Eisen spielt dagegen keine Rolle. 

Das Eindampfen geht leicht und rasch vor sich, da das trockene Car- 
bonatpulver die Fliissigkeit einsaugt. Dies ist besonders bei eiweiBhaltigen 
Fliissigkeiten von groBem Vorteil. Schiumen und Spritzen ]4Bt sich bei 
einiger Sorgfalt stets leicht verhiiten. Die angegebene Menge des Pulver- 
gemisches geniigt, um etwa 0,5ccm Fliissigkeit aufzunehmen. Bei Ver- 
wendung von gréBeren Mengen (etwa | bis 2 cem) der zu untersuchenden 
Fliissigkeit kénnen wir bis zu 1,0 bis 1,5 g Carbonatpulver und, wenn not- 
wendig, auch bis zu 1 g Kaliumnitrat verwenden. Die Menge der zugesetzten 
Schwefelsiure muB in diesem Falle entsprechend von 5 auf 7 bzw. 8 ccm 
erhéht werden. Bei an organischen Bestandteilen reichen Fliissigkeiten ist 
es zur Verhiitung heftiger Feuererscheinungen beim Veraschen zweckmaBig, 
das Carbonat und Nitrat im Tiegel vor dem Zusatz der betreffenden Fliissig- 
keit mit einem reinen Glasstabchen griindlich durechzumischen und dann 
die Fliissigkeit aus der Pipette anf das Pulvergemisch tropfen zu lassen. Die 
benetzten Stellen der Tiegelwand kann man auch mit etwas Carbonat- 
pulver bestreuen. Es mu8 noch aufmerksam gemacht werden, daB bei 
viskésen Fliissigkeiten die Pipette auf die betreffende Fliissigkeit gravi- 
metrisch geeicht werden muB, oder es wird die Fliissigkeit wie auch die 
festen Substanzen in den Tiegel eingewogen. 

Organpulver vermischen wir nach dem genauen Einwigen mit einem 
Glasstabchen griindlich mit dem Carbonat-Nitratgemisch und spiilen dann 
das Staébchen mit 0,5 bis 1,0 ccm Wasser in den Tiegel ab. Frische oder 
getrocknete Organteilchen werden in das Pulvergemisch eingebettet und 
mit etwas Carbonatpulver bestreut. Dies geniigt in der Regel, nétigenfalls 
wird aber noch wiederholt mit je 0,2 bis 0,3 g Nitratpulver bestreut. 

Bei dem Veraschen miissen Spritzen sowie heftige Feuererscheinungen 
unbedingt vermieden werden. Man beginne daher das Erhitzen mit kleiner 
Flamme und steigere es allmahlich soweit es notwendig erscheint. Be- 
sonders vorsichtig beginne man das Erhitzen beim Veraschen von Blut und 
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Organen. Hier kann man das Veraschen iiber dem Asbestnetz beginnen, 
und erst nach Abklingen der Feuererscheinungen iiber freier Flamme fort- 
setzen. Wenn einmal trotz aller Vorsicht einige schwarze Trépfchen héher 
an der Tiegelwand haften sollten, ist durch entsprechendes Wenden des 
Tiegels eine Veraschung auch in ihnen zu erzielen. Das vorsichtigste Ver- 
aschen dauert auch nicht linger als etwa 5 Minuten. 

Das Aufnehmen der Schmelze geschieht, indem wir den zu drei Viertel 
mit Wasser gefiillten Tiegel am Asbestnetz iiber kleiner Flamme vorsichtig 
erhitzen, Kochen ist wegen drohender Verluste zu vermeiden. Eine Minute 
nach dem Verschwinden der letzten sichtbaren Spur der Schmelze ist alles 
mit Sicherheit in Lésung gegangen. 

Das Uberfiihren in den Kolben soll sehr sorgfaltig geschehen, am 
zweckmaBigsten, indem man den Inhalt des Tiegels in den Kolben gieBt 
und den in dieser Lage, mit der Offnung schrag nach unten, verbleibenden 
Tiegel unter Drehen desselben aus einer kleinen Spritzflasche mit 15 bis 
20cem Wasser nachspiilt (vgl. Abb.). Zuletzt wird der Kolbenhals ab- 





gespiilt. Der Kolbeninhalt darf nur ganz leicht getriibt sein. Nun erfolgt 
das kurze Aufkochen mit Permanganatzusatz und das Anséuern; der 
Kolbeninhalt mu8 nun wasserklar sein. Sollte sich der Kolbeninhalt beim 
Ansauern nicht volistaéndig entfairben, ist dies ein Zeichen, da8 die beim 
Ansduern frei gewordene salpetrige Saure zur Reduktion des zugesetzten Per- 
manganats nicht ausreicht. In diesem Falle setzen wir einige Tropfen einer 
bereitstehenden 1l0proz. Nitritlésung bis zur vollstaéndigen Entfarbung 
hinzu und verfahren weiter wie bei spontan eingetretener Entfarbung. 

Bei dem nun erfolgenden weiteren Permanganatzusatz soll die Fliissig- 
keit auch wahrend des Kochens (10 bis 15 Sekunden) deutlich, jedoch nicht 
zu stark, rosa gefairbt bleiben; die Farbe darf keinesfalls ins Gelbliche um- 
schlagen. Ein Gelb- bzw. Braunwerden tritt ein bei zu groBem Permanganat- 
iiberschuB, bei zu schwachem Anséuern, bei Verunreinigungen der 
Reagenzien, besonders der verdiinnten Permanganatlésung, die mindestens 
zweimal wéchentlich aus der konzentrierten frisch bereitet werden soll'), 


1) Bei dieser Gelegenheit soll auch der Behilter und die Pipette der 
verdiinnten Kaliumpermanganatlésung — am besten mit Nitrit und ver- 
diinnter Schwefelsiure — vom Braunstein griindlich gereinigt werden. 
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und bei Anwesenheit von Brom. Diesen lIctzten Fall ausgenommen, sind 
die Resultate nur beschrankt zu verwerten. Bei einiger Sorgfalt 14Bt sich 
jedoch dieses Vorkommnis stets mit Sicherheit verhiiten. 

Bei den nachfolgenden Nitrit- und Harnstoffzusaitzen sind die an- 
gegebenen Kochzeiten méglichst genau einzuhalten. Nach Beendigung des 
Verfahrens muB8 sofort unter Wasser gekiihlt werden, der Kolbeninhalt soll 
etwa 30 bis 50 ccm betragen. Die Jodkalilésung soll, wie bei allen jodo- 
metrischen Verfahren, stets frisch bereitet und stets in derselben Menge 
und Weise zugesetzt werden; nach Zusatz derselben titriere man unver- 
ziiglich. 

Die mit dieser Methode gewonnenen Werte sollen, in zwei Tabellen 
zusammengestellt, die GréBe der Fehler veranschaulichen. 

Wie aus den Tabellen ersichtlich, bleiben die Fehler der Methode 
auch bei Mengen von 0,4 bis 0,5 mg Gesamtjod meistens unter 1,0 Proz., 
erreichen aber héchstens 2,0 Proz. Bei gréBeren Mengen sind die Fehler 
entsprechend geringer. 

Literatur. 

Blum-Gruetzner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 95, 429, 1913; 91, 392, 
1914. — Buchholz, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm. 81, 209, 1917. — Kendall- 
Richardson, Journ. of biol. Chem. 48, 161, 1920. — Kendall, ebendaselbst 
48, 149, 1920. — Bodo, diese Zeitschr. 161, 401, 1925. 


Weitere Literaturangaben siehe bei diesen Autoren. 
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Die Calciumionisation in physiologischen Lésungen. 
Von 
L. Jendrassik und E. Moser. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 17. Juni 1926.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Nach den Ergebnissen vielerlei Forschungen der letzten Jahre 
soll das Calcium in blutéhnlich zusammengesetzten Fliissigkeiten nur 
zum Teil in Ionenform anwesend sein. Hatten im Organismus nur die 
Ionen eine Wirkung, so wire dieser Umstand von hoher'physiologischer 
und pathologischer Bedeutung. Die Frage der Calciumionisation ist 
jedoch in mancherlei Hinsicht umstritten, und zur endgiiltigen Ent- 
scheidung ist noch manche Experimentalarbeit nétig. Wir méchten um- 
stehend einiges hierzu beitragen, und zwar Ergebnisse solcher Methoden, 
die bisher fiir diese Zwecke nicht verwendet wurden’). 

Bevor wir unsere Ergebnisse mitteilen, sei kurz die Geschichte und 
der gegenwirtige Stand der Frage geschildert. 

Es 14Bt sich aus dem Massenwirkungsgesetz einfacherweise ableiten, 
daB die Léslichkeit des Calciumhydrocarbonats in _ bicarbonathaltigen 
Fliissigkeiten von der Wasserstoff- und Bicarbonationenkonzentration 
abhangig ist (1). Nach Eintritt des Gleichgewichtszustandes ist die Calcium- 
ionenkonzentration mit der Wasserstoffionenkonzentration direkt, mit der 
Konzentration an Bicarbonationen umgekehrt proportional : 

7 . HK 
(Ca) = Konst. (Hea,)° 

Diese Verhiltnisse gewannen die gebiihrende Beachtung durch die 
Arbeiten von Rona und Takahashi, die im Jahre 1913 diese Zusammen- 
hange auch experimentell nachgewiesen haben. Sie mengten Calcium- 
echlorid, Natriumbicarbonat und Salzsdiure in verschiedenen Mengen- 
verhaltnissen und lieBen die Lésungen iiber das gefallte Calciumcarbonat 
2 bis 3 Wochen lang (bei oftmaligem Schiitteln) stehen. Endlich bestimmten 
sie den Gehalt an Calcium, HCO, und CO, in der Lésung. Aus diesen 


1) Uber vorliegende Arbeit wurde bereits in der Sitzung vom 10. No- 
vember 1925 der physiologischen Sektion zu Budapest Bericht erstattet 
(vgl. Orvosi Hetilap, Nr. 49, 1925). 
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Versuchen ergibt sich die Konstante fiir Zimmertemperatur zu 350. Diese 
Ergebnisse weisen darauf hin, da8 das Calciumhydrocarbonat auch im 
Blute in Form einer iibersaéttigten Lésung vorhanden sein muB. Bei 
einer [H’] und [HCQ)] des Blutes ist der in wirklicher Lésung befindliche 
Anteil des Calciums etwa ein Fiinftel des gesamten [Ca]. Derartige iiber- 
sittigte Lésungen sind lange Zeit stabil, wenn sie sich mit dem Boden- 
kérper nicht beriihren. Ebenso mu8 die Calciumionenkonzentration in 
blutahnlichen physiologischen Lésungen betrachtlich kleiner sein als der 
gesamte Calciumgehalt. 

Die physiologische und pathologische Bedeutung dieser Verhaltnisse 
haben sodann Hamburger und Brinkman (3) (4) betont, und nach ihnen 
haben sich viele andere Forscher mit diesen Fragen beschaftigt. Hamburger 
und Brinkman haben die Formel als eine recht genaue betrachtet und 
dachten, da8 der Wasserstoff- und Bicarbonatgehalt auch ohne Beriihrung 
mit dem Bodenkérper die Ca-Ionenkonzentration einstellt. Nimmt man 
den Bicarbonatgehalt der Ringerlésung héher, so wird hierdurch die [Ca™] 
sogleich der Forme] entsprechend erniedrigt. In ihren Arbeiten iiber die 
Permeabilitat der Niere fanden sie, daB Glucose nur bei héherer NaHC0O,- 
Konzentration der Ringerlésung (Optimal 0,285 Proz.) zuriickgehalten 
wird (3). Fiir diese Wirkung machen sie nicht die héheren Bicarbonat- oder 
OH-Gehalte verantwortlich, sondern die Ca-Ionenkonzentration, welche 
hier im Sinne der Rona-Gleichung niedriger sein sollte. Eine ahnliche Auf- 
fassung wird vertreten in der Arbeit von Brinkman und van Dam iiber die 
Vaguserregbarkeit des Froschmagens (5), ebenso bei van Paassen [iiber 
durch Bicarbonate verursachte experimentelle Tetanien (6)]. 

Diese Gedanken wurden nachher wieder in Deutschland durch eine 
Reihe anderer Autoren weiter entwickelt [Freudenberg (7), Gydrgy (8), 
Vollmer (9) usw.]. Nach der Anschauung von Gyérgy wirkt selbst das 
gegen Tetanie verabreichte Calcium nur indirekt, da sie die Calciumionen- 
konzentration des Blutes erst durch Erhéhen der Wasserstoffionenkonzen- 
tration steigern kann. Die urspriingliche Ronasche Formel wurde auch 
erweitert, indem auch das Phosphat als das andere kalkfallende Anion des 
Blutes eingefiigt wurde; Gydrgy(8), Budde und Freudenberg (10), 
Behrendt (11). Diese letztgenannten Autoren haben die Calciumionisation 
in bicarbonat- und phosphathaltigen Lésungen auch mittels des chemischen 
Verfahrens von Brinkman untersucht und fanden mit den berechneten 
sehr gut iibereinstimmende Werte. Diese Methode beruht auf der Er- 
mittlung jener Oxalatmenge, welche im gegebenen Fliissigkeitsvolumen 
zur Hervorrufung einer eben merklichen Calciumoxalattriibung nétig ist. 
Im Sinne des Massenwirkungsgesetzes ist dieser mit der (Ca) umgekehrt 
proportional, indem die Léslichkeit des Calciumoxalats bei den gegebenen 
Bedingungen als identisch angenommen werden kann. 

Dieser strengen Auffassung der Ronaformel wurde in der Literatur 
éfters widersprochen. In dem Sinne deuten die Versuche von Sieburg und 
Kessler (13), nach welchen bei Zufuhr von Calciumsalzen (per os oder 
intravenés) der Calciumgehalt des Blutes (positiv inotrope Wirkung am 
Froschherzen) auch mehrere Stunden lang erhéht blieb. 

Lorenz (14) und Bliihdorn (15) bekampften die Auffassung von Freuden- 
berg und Gyérgy in ihrer therapeutischen Beziehung und betrachteten das 
Calciumion als das wirksame Agens der Calciumsalze. Maiweg (16) unter- 
suchte die Frage auch am Froschherzen. Nach seinen Versuchen erniedrigt 
das Steigern des Bicarbonatgehalts der Ringerlésung die Calciumionen- 
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konzentration nur sehr wenig. Bei zehnfacher [Na HCO,] erwies sich diese 
nur mit 20 bis 30 Proz. niedriger. Auch er hegt die Auffassung, daB selbst 
nach mehreren Stunden die [Ca] ohne Bodenkérper sich nicht der Formel 
gemaéB erniedrigen kann. 

Wir finden daher in der Auffassung der Frage zwischen den ver- 
schiedenen Verfassern betrachtliche Unterschiede. Wir glauben, daB 
dieser Umstand griBtenieils durch methodische Unterschiede bedingt 
ist. Bei dem Verfahren von Brinkman wird angenommen, daB die 
Léslichkeit des Calciumoxalats unverandert ist, durch die anderen 
anwesenden Stoffe nicht beeinfluBt wird. Solange dies nicht ein- 
wandfrei zu beweisen ist, kénnen die so erhaltenen Werte nicht als 
unbedingte Beweise fiir die Gleichung betrachtet werden. Uberdies 
sind die Formeln von Gyérgy, Behrendt auch theoretisch nicht ganz 
exakt, wie dies durch Hollo (16) hervorgehcben wurde. [Eine voll- 
stiindige Ausarbeitung aller hierher gehérigen Zusammenhange ist 
neuerdings durch Kugelmass (17) gegeben.] 

Andererseits werden die mit biologischen Methoden erhaltenen 
Gegenbeweise durch die Arbeiten von Giinther und Heubner (18) ge- 
schwiacht, nach welchen auch unlésliche Calciumsalze in den Geweben 
als Calcium wirken kénnen. Kolloidales Calcium kann daher eine héhere 
Ionenkonzentration vortauschen. 

Den eigentlichen Streitpunkt bildet nach den Erwahnten die Frage, 
ob die Calciumkonzentration auch ohne Bodenkérper sich der Rona- 
formel gemaf einstellt. Wir unternahmen diese Arbeit, weil wir in der 
Messung der elektrischen Leitfihigkeit zur Entscheidung des Problems 
ein gutes Mittel fanden, welches bisher nicht verwendet wurde. Entsteht 
in Calcium und Bicarbonat enthaltenden Lésungen kolloidales oder 
unlésliches CaC Og, so muB sich dies in einer Senkung des Leitvermégens 
bekunden. Nachdem, wir mit diesem Verfahren die lonisation des 
Calciums in reinen CaCl,- und NaHCO,-Gemengen ermittelt haben, 
wiesen wir am iiberlebenden Darm nach, daB diese Verhaltnisse auch in 
physiologisch iquilibrierten Lésungen sich ahnlich gestalten und dab 
den gefundenen Zustanden tatsichlich eine physiologische Bedeutung 
zukommt. 

1, Leitfahigkeitsmessungen. 


Es wurden Mischungen von CaCl, und NaHCO, (bzw. KHCQO,) 
hergestellt, ungefihr in solchen Konzentrationen, wie diese Stoffe im 
Blute bzw. in physiologischen Lésungen vorkommen. Es wurde die 
spezifische Leitfahigkeit dieser Mischungen bestimmt, und zwar erstens 
sofort nach ihrer Herstellung, sodann einige Stunden und 24 Stunden 
spiter. Wird die Konzentration von Calciumionen durch Bildung 
von undissoziiertem Ca-Carbonat vermindert, so muB die Leitfaihigkeit 
in entsprechendem Mae abnehmen. Um zu berechnen, wie groB die 
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Abnahme der Leitfaihigkeit sein miiBte bzw. welcher CaCO,-Aus- 
scheidung die beobachtete Senkung entspricht, maBen wir auch die 
Leitfahigkeit reiner CaCl,- und Bicarbonatlésungen von ahnlichen 
Konzentrationen. Hieraus konnten wir das Aquivalentleitvermégen 
von Calciumhydrocarbonat, also auch die Leitfahigkeitssenkung bei 
der CaCQ,-Fillung — wenigstens angenihert — berechnen (siehe 
weiter unten). 

In einer Versuchsreihe hielten wir die Lésungen bei Zimmertemperatur, 
in einer anderen bei 38°, um die Erscheinungen auch bei Kérpertemperatur 
verfolgen zu kénnen. Dieselben Messungen wurden auch bei Anwendung 
von KHCO, ausgefiihrt. Die Messung der Leitfahigkeit geschah in einem 
Teile der Versuche bei 25°, bei den hier mitzuteilenden Bestimmungen bei 
18° in der tiblichen Weise mit Verwendung der Kohlrauschschen Briicke. 
Die verwendeten Widerstiénde wurden durch Vergleich mit geeichten 
Widerstanden von 100 und 1000 Ohm korrigiert. Kapazitaét des ver- 
wandten GefiBes war zwischen 1,1 und 1,2. 

Die Wasserstoffionenkonzentration der Lésungen bestimmten wir 
mit den einfarbigen Indikatoren von Michaelis. Die untersuchten Lésungen 
hielten wir in MeBkolben mit eingeschliffenen Stépseln (aus gewéhnlichem 
Glase), und zwar in einem Teile der Versuche mit einer Schicht fliissigen 
Paraffins bedeckt, in anderen Versuchen unbedeckt. Nach unseren Ver- 
suchen wurde dadurch das Ergebnis im wesentlichen nicht. beeintrachtigt. 

Die Konzentration an NaHCO, wurde durch Titration mit einer 
durch KHCO, eingestellten n/10 HCl-Lésung bestimmt. Eine Uber- 
priifung der Konzentration von KHCO,-Lésungen war unndétig, da diese 
sich bekannterweise zuverlassig herstellen lassen. Vor dem Abmessen war 
das Salz in einem mit CO, gefiillten Exsikkator getrocknet. Die Kon- 
zentration der CaCl,-Lésungen wurden auf Grund ihrer Leitfahigkeit aus 
den Landolt-Bérnsteinschen Tabellen berechnet. 

Als Beispiele geben wir die Ergebnisse einiger Versuchsreihen in den 
Tabellen I und II. In der Tabelle IIT sind dagegen neben den gefundenen 
Senkungen diejenigen Anderungen der Leitfahigkeit eingetragen, welche 
zu erwarten wire, wenn sich die Calciumionenkonzentration der Rona- 
Gleichung gemaB einstellen wiirde. 





Tabelle I 
S itve in 
Tempe: Ghar ror 1 Oe (18°) Pu 
Nr. Lésung ratur 
nach nach nach nach nach 
°c 2’ 5h 30’ 24b Moh 24h 
1 || 0,0108 proz. CaCl, +9, pen 
NaHCO, .. ° 20 10,88 10,86 9,86 | 77 717 
2 | Dasselbo . . .| 38 1088 10.70 998 | * 
30 0212 proz. Cal ‘ly + 0 200 pro. 
NaHCO, ... . | 20 | 20,88 | 19,64 19,17 ) 7g | 77 
4 |Dasselbe . . cx wee 38 21,07 19,40 19,17 ’ ’ 
5 |0,100proz. Na HCO, x ee 20 9,29; 9,23) 9,17 7,7 7,7 
6 0,200 proz. ° ivaieans 20 17,85 17,75 17,95 7.8 8,05 
7.0 400 proz. am. a 20 34,13 33,62 33,83 — 
8 | 0,0217proz. ( ‘aC? aes 418/ 419 — —- — 
9 0,0423 proz. o At ar ata. te 20 7,97 7,93 7,99 — -—— 
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Tabelle II. 
Spez. Leitvermégen in 
Tempes Ohm! cm-! . 10-4 (18°) Pu 
Nr Losung ratur 
nach nach nach nach nach 
eS 2’ 5h 30’ 24h 1 oh 24h 
10 0,0104 proz. CaCl, + 0,100 proz. 
KHCO, . 20 11,32 | 11,23 11,16 ) .. — 
i. ‘.4 
11 Dasselbe . 38 11,52 11,52 11,18 | 
12 0,0214 proz. CaCl, + 0,200 proz. 
KHCO, 20 22,16 | 21,71 20,35 | =e — 
. ‘.f 
13. Dasselbe . _ 38 22,10 21,82 20,52 | 
14 0,100 proz,. KH COs, . 20 989 989 985 7,7 77 
15 | 0,200 proz. - 20 19.42 19.23 19,31 7.8 8.0 
16 0,400 proz. oH 20 36,69 36.67 36.88 
17 0,0209proz. CaCl, . 20 405 408 — an 
18 0,0427 proz. 20 8.04 8,10 8,04 ~— —_ 
Tab lle Ill. ° 
Abnahme d-Leitvermégens R¢j einer 
a , (Ca). 1 in Ohm! cm~! . 10-4 Tempe: 
: Gesamt- a ) 
Nr. Losung [Ca]. 10 berechnet hes gefunden nach ‘"atur 
gehalten 
rechnet 5) oh 24h von 
1 O,lproz,. NaHco,. ( 0.02 1,02 20° 
. 0.965 588 1637 
2 +40,0108proz. Caci, . | °° 0,588 0,637) 518 0.90 | 38 
3 0,2proz. NaHCO, . | 1,24 1,71 20 
905 0,29 2.630 _ 
4 + 0,0212proz. CaCl, . | 1,905 204 63 | 1.67 1.90 38 
— , 4 3! /oh 
10 0O,lproz, KHCO, ) 5 {069 016 2 
11 40,0104proz. Caci,. | 9942 9700 0,412) 
a ne 0,00 034 38 
12 0.2proz, KHCO, 045 1381 20 
» ‘ 920 ) 35 2,610 x 20 
13 4.0,02135proz. Cac, | | 0,350 2,610) 928 158 38 


Um die erwartete Senkung angendhert berechnen zu kénnen, ist die 
Kenntnis des Aquivalentleitvermégens von Calciumhydrocarbonat bzw. 
Beweglichkeiten des Ca- und HCO,-Ions (bei den betreffenden Konzen- 


trationen) notwendig. 


CaCl, 


2 NaHCO, 


CaC( 


Die Ausscheidung von CaCO, erfolgt folgenderweise : 


), + 2 NaCl 


H,CO,. 


Bei der Ausscheidung jeder CaCO,-Molekel verschwindet daher je 
ein Ca-Ton und zwei HCO,-Tonen aus der Lésung. Das frei werdende H,CO, 
dissoziiert als sehr schwache Saure sehr schlecht, daher kann seine Leit- 


fahigkeit gegeniiber den anderen Stoffen vernachlissigt werden. Die Be- 


* 
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weglichkeit des HCO,-Ions wurde aus dem Aquivalentleitvermégen von 
NaHCO, und KHCO, berechnet. 

Spezifisches Leitvermégen ') von 0,1 Proz. 

1,19. 10-2 n NaHCO, ist 9,29. 10-4 Ohm—!. em! = ko 

Aquivalentleitvermégen von 0,1 Proz. 

1,19. 10-2n NaHCO, ist 78,2 lp 

Spezifisches Leitvermégen von 0,2 Proz. 

2,38 . 10-2 n NaHCO, ist 17,85. 10-4 Ohm! em! ko.2 

Aquivalentleitvermégen von 0,2 Proz. 

2,38. 10-2n NaHCO, ist 75,0 Ap >. 

Ziehen wir aus diesen Aquivalentleitvermégen die bekannten Werte 
der Beweglichkeiten des Natriumions ab (40,3 bzw. 38,9 nach den Landolt- 
Boérnsteinschen Tabellen, 5. Aufl., S. 1105, berechnet), so erhalten wir als 
Werte der Ionenbeweglichkeiten fiir HCO, 

in 0,1 Pros. NaHCO, ......+4+s++-+-s 89,9 
0,2 °° ete 6 tae. oe Se ee oe 


Werden diese Werte mit den Beweglichkeiten des Calciums (> Ca) 
summiert (ebenso den Landolt-Bérnsteinschen Tabellen entnommen), so 
ergeben sich als Werte des Aquivalentleitvermégens von '4 Ca (HCQ,), 

in 0,1 Proz. NaHCO, + 0,01 Proz. CaCl, . . 84,8 
ae ss °°” 0,02 9 °° . . 81,4 
Ganz analog bei Verwendung von KHCO,: 


in 0,1 Proz. KHCO, + 0,01 Proz. CaCl, . . 85,1 
RS °°» + 0,02 ,, on «~«o« Ge 


(In den KHCO, enthaltenden Lésungen miissen diese Werte etwas 
héher als bei NaHCO, liegen, da die Normalitaét wegen dessen héheren 
Molekulargewichts niedriger, die Lésung verdiinnter ist.) Alle diese Be- 
rechnungen sind nur anndiherungsweise richtig, weil das Aquivalentleit- 
vermoégen des Ca-Hydrocarbonats auf die Ausgangskonzentrationen von 
(Ca) und (HCO,) berechnet ist. Diese wurden aber durch die Ausscheidung 
von CaCO, vermindert, und bei niederer Konzentration ist das Aquivalent- 
leitvermégen etwas hdéher. 

Die obenstehenden Tabellen zeigen folgendes: 

Das spezifische Leitvermégen der untersuchten CaC!,-Bicarbonat- 
gemische unterscheidet sich in den ersten Minuten kaum vom Mittel- 
wert der gemengten CaCl,- und Bicarbonatlésung. In den spateren 
Stunden zeigt das Leitvermégen eine allmahliche Senkung, was nur 
durch die Ausscheidung von CaCO, bzw. Verschwinden von Ca ’- und 
HCO ,-Ionen verursacht werden kann. 

Nach 3!, bis 51', Stunden ist die Senkung noch klein, nach 
24 Stunden aber ist sie schon betrachtlich und steht nicht weit von der 
Senkung, welche auf Grund der Ronaformel zu berechnen ist. (Bei 
0.1 Proz. NaHCO, + 0,01 Proz. CaCl, war die beobachtete Senkung 
der spezifischen Leitfihigkeit sogar etwas starker als die berechnete. 
Den Grund dieser Abweichung kénnen wir jedoch vorderhand nicht 


') Alle bei 18°. 
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angeben.) Bei weiterer Verfolgung der Leitfahigkeit (48 Stunden) sinkt 
diese noch weiter und nihert sich noch besser zum berechneten Endwert. 
In der Tabelle III wurde die beobachtete Senkung aus den Daten der 
Tabellen I und Il dadurch berechnet, daB die in spiterer Stunde ge- 
fundenen Leitfahigkeiten von den Werten der ersten Messung sub- 
trahiert wurden. Den Ausgangspunkt zur Berechnung der Senkung 
bildete also der bei der ersten Messung gewonnene Wert. Dieses Vor- 
gehen scheint uns berechtigt, da wir die Ausscheidung der CaCO, 
verfolgen wollten, welche nur sehr langsam erfolgt, wie dies aus der 
allmahlichen Abnahme der elektrischen Leitfahigkeit hervorgeht. 
Daher wird die in den ersten (3 bis 5) Minuten stattgefundene Senkung 
nur wenig ausmachen und kann somit wohl vernachlissigt werden. 

Die Ergebnisse zeigen daher, daB in derartigen Mischungen von 
CaCl, und Na HC Os, welche im Blute und in physiologischen Salzlésungen 
vorkommen, die Calciumionenkonzentration dem aus der Ronaforme! 
folgenden Werte sich auch dann nahert, wenn anfinglich kein Boden- 
kérper vorhanden war. Die Einstellung ist aber eine sehr langsame 
und ist auch nach 24 Stunden noch nicht vollstaindig (so bei Zimmer- 
wie bei Kérpertemperatur). Frisch hergestellte Lésungen haben daher 
eine héhere Calciumionenkonzentration als alte (vor mehreren Stunden 
bereitete) Ldsungen. 

Nach 24 Stunden ist iibrigens die Ausscheidung von CaCO, so 
stark, daB sie auch mit freiem Auge bemerkt werden kann. Dies beweist 
entscheidend, daB die Abnahme der Leitfahigkeit hieraus zu erkliaren ist. 


2. Versuche am iiberlebenden Darm. 


Aus dem Vorangehenden folgt, daB die Ca-lonenkonzentration in 
blutahnlichen Lésungen mit héherem Bicarbonatgehalt in mehreren 
Stunden sich bedeutend verindern kann. Dieser Proze kann aber 
schon eine physiologische Bedeutung haben, da isolierte Organe auch 
gegeniiber einer Anderung der [Ca] von 10 Proz. empfindlich sein kénnen, 
DaB dies tatsichlich der Fall sein kann, haben wir am Kaninchendarm 
zu zeigen versucht. Die gebrauchte Anordnung war dieselbe wie in 
unseren friiheren an diesem Objekt ausgefiihrten Untersuchungen (19) 
Die gebrauchte Tyrodelésung war Mg- und phosphatfrei. In Abwesen- 
heit von Mg ist der Darm gegeniiber Ca bedeutend empfindlicher (19) (20). 

Der Darm befand sich zu Beginn des Versuchs in einer Tyrode- 
lésung, welche vor 24 Stunden jedoch ohne Glucose bereitet wurde. 
Die Glucose lésten wir darin frisch vor der Benutzung. Als wir dann 


diese Lésung mit einer neu bereiteten Tyrodelésung verwechselten, 
trat immer eine voriibergehende Kontraktur auf. Also der Darm verhielt 
sich, wie wenn man die Calciumkonzentration der umspiilenden Lésung 
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vermindert hatte. Vergleichende Versuche zeigten, daB an diesem 
Darme eine Verringerung der Calciumkonzentration auf den 3, Teil 
der urspriinglichen eine etwas starkere Wirkung hatte als die alte 
Lésung, eine Verringerung auf den * |, Teil aber eine viel schwachere. 
In der 24 Stunden alten Lésung war daher etwas mehr als der 44 Teil 
des gesamten Calciums in wirksamer Form vorhanden. Bei Riickkehr 
zur neuen Lésung erfolgte eine voriibergehende Hemmung (Tonus- 


LU 





Abb. 1. Kaninchendarm. Abb. 2. Kaninchendarm. 
T) frische a frische Tyrodelésung mit 
ape 0,06 proz. Ca Clo-Gehalt, 
R vor 24 Stunden bereitete Tyrodelésung , Dentin Ger 36 Gander 
bereitet 


abnahme bzw. Verminderung der Bewegungsamplituden), wie dies 
beim Steigern des Calciumgehalts die Regel ist. (Abb. 1) (Um zu er- 
reichen, daB die beiden Lésungen sich nur in ihrer Calciumkonzentration 
unterscheiden sollen, bereiteten wir eine Lésung ohne Glucose und ohne 
CaCl,. Zur Halfte dieser gaben wir 0,02 Proz. CaCl, und diese blieb 
24 Stunden im Ejisschrank. Zur anderen Halfte fiigten wir auch das 


CaCl, frisch vor der Anwendung zu.) 
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Dieser Versuch beweist daher auch, daB in alteren Lésungen die 
Konzentration des physiologisch wirksamen Calciums eine niedrigere 
geworden ist. Noch auffallender ist der Unterschied zwischen alter und 
neuer Lésung, wenn wir den Versuch mit dreifachem Ca-Gehalt (0,06 Proz.) 
anstellen. Nach Verwendung neuer Lésung ergibt die 24 Stunden alte 
Lésung eine sehr starke Kontraktur (Abb. 2). Unsere Versuche zeigen 
auch, daB 3 bis 4 Stunden alte Lésungen (mit 0,1 Proz. NaHCQ,) 
gegeniiber frische keine Wirkungsunterschiede aufweisen. In solchet 
Zeit hat sich daher der Calciumgehalt in derartigen Lésungen noch 
nicht soweit der Forme] genahert, daB dies auch physiologisch bemerkbar 
wire. Dies geht auch aus den Resultaten der Leitfahigkeitsmessungen 
hervor. In 31, bis 51, Stunden hat sich die [Ca] nur um einen kleinen 
Teil (S'/,9) verringert. So kleine Unterschiede sind aber an den 
meisten Darmpraparaten nicht gut nachweisbar. Wir méchten noch 
erwaihnen, da der physiologische Versuch, wenn dieser auch einen ver- 
minderten Calciumgehalt zeigt, sicher als beweisend zu betrachten ist. 
Wire die Auffassung von Giinther und Heubner stichhaltig, so wiirde 
dieser Versuch den Unterschied nur in vermindertem MaBe anzeigen, 
qualitativ trotzdem richtigerweise. 

Die erwahnten Versuche beweisen daher, daB bei der Anwendung 
der Ronaforme! auf reine, Bicarbonat und Ca enthaltende Lésungen 
der Zeitfaktor sehr vor Augen gehalten werden mu}. Ohne das Alter 
der Lésung zu kennen, kann man iiber die Ionisationsverhaltnisse des 
Calciums nichts Sicheres aussagen. Andererseits sind auch jene Autoren im 
Unrecht, nach denen nur bei Anwesenheit ungeléster CaCO, die [Ca” ] die 
entsprechende Senkung erleidet. Alle unsere Versuche zeigen das Gegen- 
teil, aber auch mit freiem Auge ist das ausgefillte Carbonat sichtbar. 

In welchem Zustande das Calcium im Blute sich befindet, kénnen 
wir auf Grund dieser Versuche noch nicht entscheiden. Es ist ja fraglich, 
in welchem Mabe die Ionisation des Calciums dem Werte der Rona- 
formel im Blute sich nahern kann. Es kénnten dort Faktoren im Spiele 
sein, die diese Einstellung beférdern, so daB die Ubersiittigung nicht 
solange wie in vitro bestehen bleibt. 

Nach AbschluB dieser Arbeit erschien eine Mitteilung von A. Nietschke, 
welche iiber die Ionisation des Calciums recht iiber:aschende Behauptungen 
enthalt. Auf Grund der Donnanschen Gleichungen berechnet dieser Autor 
aus den Resultaten der Kompensationsdialyse -Versuche, daB das Calcium 
im Blute in seiner ganzen Menge ionisiert vorhanden sein muB, sogar 
auch héhere Konzentrationen kénnten in Ionenform bestehen. Unsere 
Versuche beweisen in eindeutiger Weise die Unrichtigkeit dieser 
Spekulationen. 

Zusammenfassung. 


Die elektrische Leitfahigkeit von CaCl, und Na HCO, enthaltenden 
Lésungen zeigt nach ihrer Herstellung eine allmahliche Abnahme. 
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Jedoch auch nach 24 Stunden ist die Senkung gewéhnlich kleiner als 
diese auf Grund der Formel von Rona und Takahashi (der CaCO,- 
Ausscheidung entsprechend) zu berechnen ist. 

Eine tiber 24 Stunden alte Tyrodelésung hat am _ tiberlebenden 
Kaninchendarm derartige Wirkungen, als ob darin der Calciumgehalt 
sich erniedrigt hatte. 

Aus diesen Versuchen wird geschlossen, daB in bicarbonathaltigen, 
physiologischen Lésungen die Calctumionenkonzentration der Forme! 
entsprechend auch ohne Bodenkérper abnimmt, jedoch dies sehr 
langsam erfolgt. 
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Uber das Wesen der Autolyse. 
VI. Mitteilung: 
Die Autoproteolyse ganzer Tierkérper unter verschiedenen Bedingungen. 
Von 
0. Steppuhn, G. Pewsner und A. Timofejewa. 
(Aus dem chemo-pharmazeutischen Forschungsinstitut in Moskau.) 
(Eingegangen am 17. Juni 1926.) 
Wenn man wieder und wieder die der Organautolyse gewidmeten 
Seiten des schénen Oppenheimerschen Werkes (Die Fermente und ihre 


Wirkungen) durchblattert, so sieht man, daB man auf diesem Gebiet 
in dem unentwirrbarsten Dunkel steckt. Es haufen sich die Probleme, 


von denen das von uns zum Ausgangspunkt genommene — Herkunft, 
Existenz und Bedeutung der proteolytischen Zellfermente, besonders 
der Pepsinase — nicht den letzten Platz einnimmt. Man versucht von 


diesem oder jenem Ende heranzukommen und ist sich dessen bewuBt, daB 
postmortale Prozesse nur verunstaltete Projektionen des in der lebenden 
Zelle vor sich gehenden Geschehens sind. Mit aller Vorsicht zogen wir 
unsere SchluBfolgerungen und konnten nur zeigen (V. Mitteilung), daB 
Jod in vitro und in vivo die proteolytischen Zellfermente in derselben 
Richtung beeinflussen kann. Es sind also in der Zelle wohl dieselben 
Fermente titig, die wir vom Autolyseversuch her kennen. Da aber die 
Jodwirkung unter gewissen Bedingungen sich wie fiir die Tryptasen, so 
auch fiir die Pepsinasen offenbart, so war nicht daran zu denken, 
das Jod als ,.Testsubstanz‘‘ zu benutzen, um die Frage zu entscheiden, 
ob in der lebenden Zelle alle Proteasen des in-vitro-Versuchs mittun, 
speziell, ob auch die Pepsinase dort eine gewisse Xolle spielt (IV. Mit- 


teilung). 

Wir haben zeigen kénnen, daB die Leber sicher drei verschiedene 
Proteasen mit verschiedenen Optima besitzt, wir haben es fiir zu zeit- 
raubend befunden und bedeutungslos fiir das Grundproblem, alle 
méglichen Organe auf die Optimalpunkte der Proteolyse hin zu unter- 
suchen; es ist bekannt, daB eine Siuerung bei einem beliebigen auto 
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lytischen Vorgang eintritt, wir haben inzwischen dariiber an anderer 
Stelle eine grobe Reihe von Organen bei py 3 bis 4 und 7 bis 8 
autolysiert und haben keine Ausnahmen gefunden; bei der sauren 
Pufferung autolysieren alle Organe viel starker, es ist also wohl eine 
Pepsinase in allen Organen enthalten. Wir halten es fiir einen 
entschiedenen Vorteil, autolytische Versuche nur in Pufferlésungen 
durchzufiihren, nur dann kann man bei Vergleichen von einer Ver- 
stirkung oder Abschwachung der Autolyse unter gewissen Bedingungen 
reden. Tritt bei pathologischen Zustinden, was sicher méglich ist, eine 
Verschiebung der Gewebsreaktion nach der sauren Seite hin ein, so 
kann die Autolyse verstarkt sein, was aber ganz anders interpretiert 
werden muB als eine Anreicherung der Gewebsfermente. Rona und 
Mislowitzer') haben es fiir die Phosphorleber finden kénnen. In 
solchen Fallen ist die Autolyse in Wasser ,,verstarkt’ gegeniiber der 
Norm, bei Pufferung aber vollkommen normal. Es schien uns von 
gréBtem Interesse festzustellen, ob bei Ausschaltung der primiaren 
Saiuerung, die als Faktor verstarkter Autolyse wirken kann, also eben 
in Pufferlésungen, eine Verstarkung der Autolyse nach diesen oder jenen 
Eingriffen in das normale Geschehen des lebenden Organismus zu 
beobachten ist. Fiittert man z. B. ein Tier mit Schilddriisensubstanz, 
erhéht dadurch den N-Umsatz der lebenden Zelle, so kénnen Nach- 
klange einer solchen Erhéhung eventuell auch post mortem bei der 
Autolyse der Organe erfaBt werden. Arbeiten wir im giinstigen Bereich 
der Pepsinasen und der Tryptasen, so kann man die Verstairkung der 
Proteolyse fiir die entsprechenden Fermentgruppen gesondert re- 
gistrieren. Es wire damit nicht gesagt, daB die Verstirkung der Lyse, 
sagen wir bei py = 3,5, nur fiir eine regelrechte Mobilisation des 
Ferments selbst auch zu Lebzeiten der Zelle sprechen wiirde, dab 
mehr Ferment vorhanden ist; vieles spricht aber gerade dafiir, denn, 
wenn eine solche Verinderung auf verbesserte Arbeitsbedingungen 
des Ferments in der Zelle selbst zuriickgefiihrt werden kann, so ist im 
autolytischen ProzeB die Zelle zerstért und aus ihrem Verbande gelést. 

Wir kommen so zu einer unseren Grundfragen: Wenn wir beob- 
achten, daB bei verandertem, vergréBertem N-Umsatz bei der Autolyse 
die Pepsinasen in ihrer Aktivitaét verstirkt sind, so ist Ursache zu 
glauben, daB sie schon bei Lebzeiten der Zelle gegen die Norm verstirkt 
arbeiteten, da somit, trotz des so sauren Optimums, bei dem die 
Zellproteine eigentlich koaguliert werden miiBten, die Pepsinasen an 
den intracelluliren Prozessen teilnehmen. 

Diese bei den friiheren Mitteilungen unentschiedene Frage wurde 
zum Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit. Beiliufig wurden auch 


1) P. Rona und E. Mislowitzer, diese Zeitschr. 140, 517, 1923. 
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andere angrenzende Versuche angestellt, itiber die im folgenden be- 
richtet sein mag. 
Methodisches, 

Es lag keine Méglichkeit vor, alle oder auch nur viele Organe eines 
Tieres bei zwei Pufferungen normal und unter verainderten Bedingungen 
zu studieren, eine solche Arbeit, die fiir uns zu zeitraubend und deshalb 
undurchfiihrbar ist, wire besonders interessant, denn es kénnten die Ver- 
anderungen der Tryptasen- und Pepsinasenaktivitét bei verdindertem 
N-Umsatz, oder auch anderen Bedingungen, bis in die einzelnen Organe 
hin verfolgt werden. 

Wir zogen einen kiirzeren Weg vor, der aber auch imstande ist, die 
eigentliche Grundfrage zu kliren. Wir autolysierten enthautete und vom 
Magendarmtraktus befreite Mause in toto. Nach entsprechender Vor- 
bereitung wurde das Tier durch Nackenschlag, in anderen Fallen durch 
Entblutung (Durchschneidung der HalsgefaiBe) getétet. Nach Abtrennung 
der Pfoten und des Schwanzes wurde die Maus sorgfaltig enthautet, wonach 
der ganze Magendarmtraktus und in einzelnen Fallen auch noch andere 
Organe entfernt wurden. Nachdem das so vorbereitete Tier sorgfaltigst 
mit Pistill im Moérser zerrieben wurde, stellten wir Emulsionen her, die, 
wie in friiheren Mitteilungen beschrieben, der Autolyse unterworfen wurden. 

Die Aufarbeitung des Autolysats und die Bestimmung des Stickstoffs 
geschahen wie sonst (s. friihere Mitteilungen), jedoch wurde in allen 
Fallen mit kolloidalem Eisenhydroxyd enteiweiBt. 

Wir glaubten schon a priori annehmen zu diirfen, daB auBer dem 
Magendarmtraktus auch noch zwei andere Organe bei der Autolyse aus- 
geschlossen werden mii®ten, und zwar das Pankreas und die Milz; das 
erste als Trager der Verdauungstryptasen, das zweite als ein Leucocyten- 
depot. Es kam uns darauf an, die Verainderungen der eigentlichen intra- 
cellularen Fermente des ,,Eigenbedarfs‘‘ der Zelle zu studieren. Das Ver- 
dauungstrypsin wiirde bei neutraler oder alkalischer Pufferung derartig 
dominieren, daB es alle Veraénderungen der Zelltryptasen verwischen wiirde. 
Es konnte dieses an einer Reihe von Versuchen auch bestatigt werden, 
allerdings war der Unterschied nicht gar groB, aber augenfillig (Tabelle I). 
Rs hat sich gezeigt, daB verschiedene Tierserien aus verschiedenen Bezugs- 
quellen schon in der Norm abweichende Zahlen geben, insofern muBte die 
Norm, wenn nétig, wieder und wieder bestimmt werden. 


Tabelle I. Mausserie A. Dauer der Autolyse 48 Stunden. 





Proteinzerfall in Proz. 


Charakteristik des Versuchs va - ~ 
, Pu = 38 Pa = 71 
] 32,6 43,1 
Pankreas und Milz im Autolysat 2 49.4 52.6 
pr 3 523 60.0 
Mittel: 45,1 51.9 
4 40,5 36,0 
ie onthe 5 41,3 31,9 
Pankreas und Milz entfernt . -. - 6 459 19°5 
7 39.8 30.0 


Mittel: 41,9 293 
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Man ersieht aus der Tabelle I, daB im sauren Puffer die Autolyse 
sich nicht verandert hat, es sind die entfernten Organe nur besonders 
reiche Trager von Tryptasen. Bei erhaltenen Pankreas und Milz ver- 
lauft die Autolyse bei py = 7,1 sogar bedeutend starker als bei py = 3,8, 
was sonst fiir die einzelnen Organe nie zu beobachten ist. Entfernt 
man aber Pankreas und Milz, dann dreht sich das Verhaltnis sofort um. 
Man sieht auch, wie bedeutend mehr die Zahlen unter Erhaltung des 
Pankreas schwanken. Die Menge der Verdauungstryptasen im Organ 
im gegebenen Moment hat ausschlaggebende Bedeutung. In einem 
besonderen Versuch sahen wir, daB die Milz mit ihren Leucocyten 
immerhin auch Bedeutung fiir den Verlauf des beschriebenen Versuchs 
hat. Die Anreicherung an Leucocyten und ihr Zerfall an einer 
Stelle, die Méglichkeit, auch anderes Eiweif abzubauen, das gewisser- 
maBen heterolytische Vermégen, bestimmt die Bedeutung der leuco- 
cytaren Verdauung. Riumen wir mit der Milz auch Leucocyten weg, 
so haben wir einen Faktor einer heterotryptischen Verdauung weg- 
geriiumt, und die Proteolyse sinkt bei py = 7,1 auf eine Zahl, die niedriger 
ist als bei py = 3,8, was bei erhaltenen Pankreas und Milz im Auto- 
lysat niemals vorkommt. 


Tabelle II. 


Mausserie K. Dauer der Autolyse 48 Stunden. 





Proteinzerfall in Proz. 


Charakteristik des Versuchs Versuchs- 
-_ Pu = 38 Pa = 71 
Pankreas und Milz im Autolysat . l 59.0 62,8 
Pankreas entfernt . ae oe 2 66,8 44.3 
Pankreas und Milz entfernt 3 68,0 27,2 


Wir entschlossen uns somit, bei allen weiter folgenden Versuchen 
Pankreas und Milz nicht mitavtolysieren zu lassen, diese Organe waren 
also im weiteren immer entfernt. 

Hunger. Ohne Nahrung verhungern Mause sehr rasch; bei vélligem 
Nahrungsmangel iiberlebt die Maus selten einmal den fiinften Hunger- 
tag; gewoéhnlich ist das Tier aber schon nach 2 bis 3 Tagen moribund. 
Es ist deswegen kaum méglich, die Stadien der Proteolyseschwankungen 
in der Hungerperiode zu fassen — also eventuell die initiale Verstarkung, 
die lange Periode der Unveranderlichkeit und den pramortalen EiweiB- 
zerfall —, entsprechend dem gewdhnlichen Harnbild des Hunger- 
stoffwechsels z. B. am Hunde. Sollten solche Schwankungen auch an 
der Maus existieren, und kénnte man einen Widerhall! im autolytischen 
ProzeB8 auch feststellen, so kénnte das nur durch eine sehr grobe 
Versuchsreihe entschieden werden, da die ganze Periode kurz ist und 
die individuellen Schwankungen zu bedeutend sind. Wir wahlten 
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gerade dasjenige Stadium, wo das Tier, auBerlich wenigstens, in das 
pramortale Stadium trat, und dieses geschah einmal sogar schon nach 
24 Stunden. 


Es liegen verschiedene Beobachtungen iiber die Autolyse an Organen 
von Hungertieren vor, soviel uns bekannt, wurden aber niemals ganze 
Tierkérper in verschiedenen optimalen Bereichen autolysiert. Bei der 
von uns angenommenen Arbeitsweise konnten wir dariiber Schliisse ziehen, 
ob, wenn die Autolyse beim Hunger verstarkt ist, dieses auf Kosten einer 
Sauerung der Gewebe geschieht (Bradley). 

Zigentlich sollte gerade in diesem Falle die Autolyse nicht verstirkt 
sein, da ja in Pufferlésungen gearbeitet wurde. 


Die Resultate sind in Tabelle III zusammengestellt. 


Tabelle III. 


Mausserie A. 





Proteinzerfall in Proz. 





Versuchs: ‘ aoe _ 
Nr. in Tagen Pu = 38 Pa = 7. 
l 1 365 38,5 
2 2 33,1 422 
3 2 38,4 | 36,8 
4 3 48,2 38,2 
5 7 384 | 466 
Mittel. .. — 38,9 40.5 
ae — 43,7 29.6 


Aus der Tabelle IIT sieht man, daB die Autolyse tatsachlich erhéht 
ist, und zwar trotz Pufferwng im alkalischen Bereich der Tryptasen. 
Somit ist es nicht gut méglich, nur die Siuerung der Gewebe beim 
Hunger fiir die verstirkte Autolyse verantwortlich zu machen. Wir 
haben es fiir méglich gefunden, das Mittel zu ziehen, da trotz ver- 
schiedener Hungerperioden alle Tiere in demselben Stadium des All- 
gemeinzustandes verarbeitet wurden, und man sieht deutlich, daB die 
Verdauung bei pq = 7,1 steigt; fiir py = 3,8 liegen die Zahlen etwas zu 
dicht bei der Norm, um dasselbe zu behaupten. Jedenfalls ist es klar, 
daB nicht nur Siuerung der Gewebe Ursache der verstirkten Autolyse 
von Hungerorganen ist, sondern, unabhingig vom Milieu, eine Akti- 
vierung der Fermenttiatigkeit selbst. 

Schilddriisen fiitterung. Die Beeinflussung des N-Umsatzes durch 
Schilddriisenfiitterung ist allgemein bekannt, desto interessanter war es zu 
untersuchen, ob bei Pufferung, also unabhangig von einer eventuellen 
Sauerung der Gewebe, die Autolyse in vitro verstarkt wird, d. h. ob Pro- 
teasen direkt mobilisiert werden, oder ihre Aktivitét gesteigert wird. Wir 
sahen, daB im primortalen Hungerstadium gerade die Tryptasen aktiver 
arbeiten; es war zu entscheiden, ob auch bei Schilddriisenfiitterung dieses 
der Fall ist. 
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Wir verfiitterten getrocknete Schilddriise den Mausen mit Zwieback 
vermischt und verarbeiteten die Tiere in verschiedenen Zeitabstanden 
danach (2 bis 13 Tage). In der Tabelle IV sind die Resultate 
zusammengestellt. Die Tiere werden gewogen, der Gewichtssturz in 
Prozenten ist in der Tabelle vermerkt. 


Tabelle IV. 
Mausserie A. 





Proteinzerfall in Proz. 


Versuchs- Tage Gewichtssturz - 
Nr. der Wirkung ae Py = 38 Py = 7.1 
1 2 6,1 | 44.5 31,8 
2 2 8,4 50,9 42.9 
3 2 6,1 50,15 42,7 
4 4 115 57,0 42.5 
5 4 11,8 56,0 32,8 
6 4 6,9 56,3 39.4 
7 6 18,5 56,5 49.8 
8 8 20,0 46,8 41,3 
9 1 293 60,0 65,5 

10 13 28,8 65,5 48.7 


Wir berechnen hier nicht die Mittelzahlen fiir alle Versuche, da die 
Fiitterungszeiten verschieden sind. Aber ein Blick auf die Tabelle IV 
geniigt, um zu erkennen, daB hier wie im alkalischen so auch im sauren 
Bereich die Proteolyse gegeniiber der Norm verstirkt ist, und zwar 
steigt die Fermentaktivitat ziemlich gleichsinnig mit der Fiitterungs- 
dauer, um in den beiden extremen Nummern ein gewaltiges Maximum 
zu erreichen; wir glauben iiberhaupt die Grenze der méglichen Autolyse 
unter gegebenen Verhiltnissen (Anhaiufung der Spaltprodukte !). 

Wir sehen also hier mit aller Deutlichkeit, daB die im sauren Bereich 
arbeitenden Pepsinasen, deren Optimum fiir die Leber wenigstens 
etwa py = 3,5 ausmacht, unter gewissen Bedingungen gewaltig 
aktiviert werden, somit also wohl auch im normalen Zustande Arbeits- 
gelegenheit haben, denn es ist ja nicht anzunehmen, daB diese 
Aktivierung nicht bereits im lebenden Organismus bestand, sondern 
erst im Glase manifest wird. 

Die Annahme, daB, wenn Pepsinasen arbeiten, sie es nicht unter 
optimalen Bedingungen, was Wasserstoffionenkonzentration betrifft, 
tun, wire widersinnig, der Organismus wird nicht tiber Vorrichtungen 
verfiigen, die er, wenn es keine Rudimente sind, nicht ausnutzen kann. 
Dann muB man aber auch die Konsequenz akzeptieren, daB Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen, die dem Optimum der Pepsinasen, also py = 3 
bis 4, entsprechen, in der Zelle vorliegen kénnen. Mag sein, daB An- 
hiufungen von Wasserstoffionen an der Grenzschicht zweier Phasen, 
Protein und Dispersionsmittel, also an der Protoplasmagrenzschicht, 
im weiteren Sinne des Wortes zustande kommen. Eine ,, Denaturierung“ 

















yack 
iden 
tate 
zZ in 


die 
IV 
ren 
var 
gs- 
im 
se 


ch 


ns 
tig 











Autolyse. VI. 477 


des Proteinteilchens an der Grenzschicht durch solche Sauerung ist 
vielleicht gerade eine Vorbedingung der ausgiebigen Verdauung durch 
Pepsinase. 

Es ist selbstverstindlich, daB die bei der Hyperfunktion der 
Schilddriise oder bei Schilddriisenfiitterung beobachteten Intoxikationen 
durch die Wirkung der dabei in Massen entstehenden Spaltprodukte 
der Proteine verursacht werden kénnen. 

Phosphorvergijtung. DaB bei Phosphorvergiftung, wo der EiweiB- 
umsatz stark zunimmt und Aminosdéuren in betrichtlichen Mengen aus- 
geschwemmt werden, auch die Organautolyse verstarkt sein darf, ist wohl 
zu erwarten. Tatsichlich hat eine Reihe von Autoren eine gesteigerte 
Autolyse der Phosphorleber beobachtet. 

Neuerdings hat P. Rona mit seinen Mitarbeitern') zeigen kénnen, daB 
die Phosphorleber, in gepufferten Medien autolysiert, keine anderen Zahlen 
ergibt wie die normale Leber; die verstarkte Autolyse soll nur auf erhéhte 
Saéuerung des Gewebes zuriickzufiihren sein, die bei Phosphorvergiftung 
eintritt. Tatsiachlich hat P. Rona (l.c.) zeigen kénnen, da8 die normale 
und die phosphorvergiftete Leber beim Fortschreiten der Autolyse 
differierende H*-Konzentrationen zeigen; nach 50 Stunden z. B. fiir die 
normale Leber pq = 6,58, fiir die Phosphorleber etwa 6,1. 

Wenn dieses fiir die Leber gilt, so sind die Verhiltnisse beim Auto- 
lysieren des ganzen Kérpers sicher andere. Eben die Leber erleidet bei 
Phosphorvergiftung tiefgehende Verinderungen. Im Verhialtnis zum 
Gesamtkérper macht die Leber nur einen geringen Teil des Gesamt- 
gewebes aus, und da kann man sicher sein, daB die gar geringe Erhéhung 
der Séuerung im Autolysat durch das andere Gewebe gepuffert wird. 

Wie aus der Tabelle V zu ersehen ist, konnten auch wir eine Ver- 
stirkung der Autolyse in Wasser beobachten. Bei Pufferung py = 3,8 
ist keine vermehrte Spaltung nachzuweisen [in einem Versuch (3a) 
sogar eine Verminderung]; dagegen ist eine deutliche Verstérkung im 
alkalischen Bereich bei py = 7,1 zu verzeichnen, welche viel bedeutender 
ist als im Wasser. Wir ziehen daraus den SchluB, daB die im Wasser 
beobachtete Verstirkung in unserem Falle gerade nicht auf erhéhte 
Sauerung zuriickzufiihren ist, sondern auf erhéhte Aktivitat der Tryp- 
tasen, die bei gewéhnlicher Autolyse, besonders am Anfang, bei py = 6,7 
bis 6,8, geniigend wirksam sind. Bei gewéhnlicher Leberautolyse ist 
der Proteinzerfall in Wasser (durch Siuerung) eben immer stirker 
als im alkalischen Bereich; in unserem Falle sind die Zahlen umgekehrt 
bei py = 7,1 immer gréBer als in Wasser. 

Es ist bezeichnend, daB bei Hunger und Phosphorvergiftung, wo 
man von einer ,,Acidosis“ spricht, gerade diese Acidosis nicht auch 
die Ursache eines vermehrten Proteinzerfalls ist, sondern vielleicht 
im Gegenteil Schutzvorrichtung gegen erhéhten Eiweifzerfall bei 


1) P. Rona, Mislowitzer und Seidenberg, diese Zeitschr. 146, 26, 1924. 
Biochemische Zeitschrift Band 175. 31 
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normaler Zellreaktion bedeutet. Denn eben in diesen beiden Fallen 
ist die erhéhte Aktivitat der Tryptasen augenscheinlich. 


Tabelle V. 
Mausserie A. Einmalige Injektion von 0,2ccm 0,2proz. Phosphorlésung 
in Paraffinum liquid. Nach 24 Stunden treten immer auch makroskopisch 
sichtbare Verinderungen der Leber auf. Verarbeitung, wie gewéhnlich, 
nach 24 Stunden. 





Veseiin Proteinzerfall in Proz. Dauer 
Nr. oa ie Bae der Autolyse 
Po =38) Py = 71 Wasser in Stunden 
1 45,2 34,2 _ 48 
2 40,7 — -— 48 
3a 29,0 46,3 44.0 48 
3b 33,4 52.8 52.8 96 
4a 48,2 43,0 40.8 48 
4b 54,7 52,7 44.1 96 
Mittel fiir 48-Stdn.-Versuche . 40,7 40,1 42.4 48 
Norm hr Aa eee 43,7 29.6 37,3 48 


Arbeit und Ruhe. Es ist nun wohl mit Sicherheit festgestellt, daB der 
gréBte Teil aktiver Muskelarbeit auf Kosten der Kohlehydrate bewaltigt 
wird; sicher kommen gemeinsame Zwischenstufen des Kohlehydrats und 
Fettabbaues mit in Betracht, damit kann von einer Verwertung der Fette 
als Energiequelle gesprochen werden, und zwar bei Arbeitsleistung (Krogh). 
Was die Proteine anbetrifft, so liegt die Sache nicht so ganz auf der Hand. 
Es wird namlich, wie es scheint, der Ruheumsatz hauptsichlich gerade 
auf Kosten der Proteine gedeckt; nun ist der Ruheumsatz teilweise aber 
auch eine aktive Arbeitsleistung und Muskelkonzentration (Herz), anderer- 
seits ist auch aktive Arbeitsleistung auf Kosten reiner Proteine beim 
obligaten Fleischfresser méglich (Piliiger). 

Vom rein theoretischen Standpunkt aus ist es gar nicht anders denkbar, 
daB, wenn auch die Muskelkontraktion vor allen Dingen auf Kosten der 
Kohlehydrate und eventuell Fette zustande kommt, der ganze Stoff- 
umsatz mit in Bewegung geraét, verstarkte Proteolyse, verstairkte Des- 
aminierung usw. auftreten; diesbeziigliche Tatsachen sind ja auch reichlich 
bekannt. Kain die energetische Auswertung der EiweiSstoffe eben erst 
bei desaminierten Abbaustufen beginnen, so ist eine Verarmung des Energie- 
gewinnes fiir einen solchen ProzeB charakteristisch. Es spricht vieles dafiir, 
daB der Unterschied zwischen Kohlehydraten einerseits und Fetten und 
Proteinen andererseits kein scharf prinzipieller, also qualitativer, sondern 
quantitativer ist. 

Von diesen Standpunkten aus hielten wir es fiir lohnend, die 
Autolyse bei Arbeit und Ruhe zu untersuchen. 

Auch in diesem Falle untersuchten wir Mause in toto, wie friiher 
beschrieben. Es wurden dreierlei Zustande verglichen: Vollkommene 
Ruhe, freie Bewegung und Zwangsarbeit im Verlauf von 2 bis 4 Stunden 
bis zur Erschépfung. Die ,,Ruhemause“ wurden in eine kleine Holz- 
schachtel gesetzt, so, daB durch die Einschiebedeckel der Kopf gerade 
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‘allen frei fixiert war; auBer ganz geringen Kopfbewegungen konnte die 
Maus keinerlei Muskelarbeit leisten. 

Die zweite Serie der Miuse wurde mitten aus der freien Bewegung 
, heraus in Verarbeitung genommen; selbstverstandlich wurden auch 
wer 4 : diese Mause wie die ,,.Ruhemiause“ und ,,Arbeitsmiuse“‘ wihrend des 























sel : 2 
ay . Versuchs nicht gefiittert. 
Die Arbeitsmiuse muBten, wie gesagt, in einem speziell kon- 
— struierten Apparat 2 bis 4 Stunden bis zur Erschépfung laufen. Die 
™ Erschépfung der Arbeitskraft war leicht daran zu erkennen, daB die 
= Maus aufhérte, dem Rade laufend zu folgen und sich éfter und 
éfter tiberschlug. Nach etwa 2 Stunden Arbeit waren die Mause ge- 
wohnlich erschépft und transpirierten stark. 
Die Resultate der Versuche sind in Tabelle VI zusammengefaBt. 
Diese Reihe wurde im Winter ausgefiihrt und mit einer neuen Tier- 
serie, die wir mit ,,S‘* bezeichnen. Die Autolyse dauerte 48 Stunden. 
Tabelle VI. Tierserie 8. 
Proteinzerfall in Proz. 
der Charakteristik des Versuchs bes “eee = neem _—o= a 
tigt ' PH = 38 Pu = 7.1 
ind 
tte 1 54,2 45,8 
h). 2 58,3 49,3 
nd 3 60,0 50,0 
le Freie Bewegung im Glaskasten 4 45,0 30,0 
—_ / 5 54,1 33,3 
ber 6 47,8 37,8 
er- | L 7 46.0 36.0 
= Mittel: 52,2 40,0 
ar, 1 483 28,9 
ler 2 48.7 41.9 
ff- 3 46,3 35,0 
=a 4 50.0 45.5 
ch i) 50,0 42.0 
“1 Zwangsarbeit im Drehrade bis zur 6 46,0 37,5 
as Erschépfung (2 bis 4 Stunden) 7 37,4 40,7 
e- 8 48.0 44.0 
ir, 9 413 44.8 
1d 10 50,0 50.0 
n 11 45,7 416 
12 7,5 33,3 
* Mittel: | 45,8 40,4 
1 47,3 19.5 
. 2 53,8 30,8 
3 54,2 37,5 
6 Ruhemause . - 4 35,7 33,9 
n 5 47,7 17,4 
; | 6 583 | = 395 
| 7 53,7 36,8 
p | : [a some 
| Mittel: 50,1 30,8 


31* 
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Wie die Tabelle zeigt, schwanken die Werte immerhin recht be- 
trachtlich; die ansehnliche Zahl der Versuche gestattet jedoch, gewisse 
Schliisse zu ziehen. Man kann wohl mit Sicherheit behaupten, daB 
bei den Ruhemiusen die Proteolyse im Tryptasebereich geringer ist 
als bei freier Bewegung und Arbeitsleistung. Freie Bewegung und 
Zwangsarbeit ergeben denselben Wert, man mu8 deswegen glauben, 
daB die groBe erschépfende Muskelleistung ohne verstarkte Proteolyse 
vor sich geht. MiiBte der Sprung von Ruhe zur freien Bewegung doch 
auf Kosten verstarkter Muskelkontraktionen geschrieben werden, dann 
wire ein weiterer Sprung von freier Bewegung zur Zwangsarbeit zu 
erwarten. Dieses tritt nicht ein. Unwillkiirlich erwecken diese Tat- 
sachen den Eindruck, als ob bei freier und leichter Arbeitsleistung 
verstirkte EiweiBspaltung noch notwendig ist, wozu die Tryptasen im 
geringen Grade mobilisiert werden. Bei einem gewissen Grade der 
Arbeitsleistung tritt das bekannte eiweiBsparende Bild in Erscheinung, 
und erhéhte Arbeitsleistung geht ohne weiteren Aufwand von Protein- 
energie vor sich. Dieses wird durch die Betrachtung der Werte bei 
Pa = 3,8 weiter bekraftigt; bei Zwangsarbeit hat die Proteolyse im 
sauren Bereich sogar Tendenz einer Abschwichung, geschweige denn 
einer Verstiirkung. Auch diese in-vitro-Versuche bekriftigen also die 
Tatsache, daB Arbeitsleistung als aktive Muskelarbeit nicht mit aus- 
giebigen proteolytischen Prozessen einhergeht. Im initialen Stadium 
des Energieaufwandes tritt eine geringe Verstarkung der Proteolyse ein; 
bei weiterer Belastung bleibt die Proteolyse auf demselben Niveau im 
Tryptasebereich und fallt gar in dem sauren Bereich, was als EiweiBb- 
sparung aufgefaBt werden kann. 


Zusammenfassung. 


1. Es werden Versuche tiber Autolyse ganzer Tierkérper nach 
verschiedenem Lebensregime beschrieben, und zwar bei zwei Puffe- 
rungen, im Bereich der Pepsinasen (pq = 3,8) und im Bereich der 
Tryptasen (p,, = 7,1). 

2. Mitautolysieren von Pankreas und Milz fiihrt zur verstarkten 
Verdauung im Tryptasebereich, was mit dem polylytischen Vermégen 
des Trypsins und der leucocytiren Tryptasen in Verbindung steht. 

3. Nach Hunger ist die Autolyse im primortalen Stadium im 
Tryptasebereich erhéht, somit ist die erhéhte Autolyse nach Hunger 
nicht durch Gewebssiuerung zu erkliren. 


Schilddriisensubstanz fiihrt zur gewaltigen Verstirkung der Ferment- 
arbeit wie im sauren, so auch im alkalischen Bereich. Eine solche 
Mobilisation der Pepsinasen unter verinderten Bedingungen fiihrt zu 
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dem SchluB, daB die Tatigkeit auch im normalen Zustand bereits 
besteht und nach Schilddriisenfiitterung nur verstirkt wird. Sollte 
die Pepsinasearbeit im optimalen Bereich (also p,, = 3 bis 4) verlaufen, 
was sicher der Fall ist, so muf eben eine Denaturierung des Proteins 
durch eintretende Siuerung (Anha von H* an den Grenzschichten) 
als Vorbedingung einer ausgiebigen Spaltung angenommen werden. 

4. Bei Phosphorvergiftung kann nur erhéhte Aktivitaét der Tryp- 
tasen beobachtet werden; somit kann erhéhte Gesamtautolyse ganzer 
Tierkérper nicht durch erhéhte Saéuerung erklart werden. 

5. Arbeit fiihrt zur initialen Mobilisation von Tryptasen ; bei weiterer 
Arbeitsbelastung wird die Proteolyse nicht weiter verstirkt ; es tritt die 
EiweiBsparung in den Vordergrund. 








Uber Ureasebildung durch Bakterien 
bei Nichtvorhandensein von Harnstoff. 


Von 


L. Rubentschik. 


(Aus dem mikrobiologischen Laboratorium des wissenschaftlichen 
Forschungsinstituts in Odessa, Ukraine.) 


(Eingegangen am 18. Juni 1926.) 


1920 haben wir aus dem Chadjibeyliman (neben Odessa) sechs 
neue Urobakterienarten (Urobacillus psychrocartericus, Urobacillus 
hesmogenes, Urobacterium citrophilum, Urobacterium aerophilum, 
Urosarcina psychrocarterica) isoliert, die genau untersucht worden 
sind’). Einige von denselben erwiesen sich als kraftige Harnstoff- 
spalter. So vergiiren die ersten drei Arten 5 Proz. Harnstoff in Fleisch- 
Pepton-Bouillon bei 20 bis 24° C binnen 25 bis 29 Stunden. Jedoch bei 
Vorhandensein von 10 Proz. Harnstoff wird der letztere nach 9 bis 
11 Tagen véllig vergoren. Das Urobact. citrophilum zersetzt 5 Proz. 
Harnstoff in 7 bis 8 Tagen, wahrend in Bouillon mit 10 Proz. Ureum 
die Giarung stehen, bleibt, wenn noch etwa 65 Proz. der anfainglichen 
Harnstoffmenge nicht vergoren sind. Was die Urosarcina psychro- 
carterica anbetrifft, so zersetzt sie in Bouillon mit 5 Proz. Harnstoff 
etwa 90 Proz. der dort vorhandenen Harnstoffquantitaét nach 8 bis 
9 Tagen. Bei 10 Proz. Ureum beliuft sich die Menge des vergorenen 
Harnstoffs nur auf etwa 30 Proz. Die schwichste von den oben- 
genannten Bakterien ist das Urobact. aerophilum, bei dem die Garung 
in Bouillon mit 5 Proz. Harnstoff aufhért, wenn etwa 55 Proz. der ur- 
spriinglichen Ureummenge zersetzt sind. Bei einer Konzentration von 
10 Proz. Harnstoff werden nur etwa 11 Proz. des letzteren vergoren. 

Bekanntlich ist die Harnstoffgirung ein ProzeB, der unter der 
Einwirkung von Urease vor sich geht. Dieses Ferment wurde bei ver- 


1) L. Rubentschik, Centralbl. f. Bakt. 2, 64, 166, 1925; 2, 65, 1, 1925; 
2, 66, 161, 1925/1926; 2, 67, 167, 1926. 
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Tabelle I. 

Dreitagige Kultur des Urobac. psychrocartericus in Fleisch-Pepton- 
bouillon mit 1 Proz. Harnstoff, in der der letztere véllig vergoren, wird zu 
je 10 cem in sechs Stépselprobierglaser eingegossen. Dann werden in jedes 
Probierglas 1 Gewichtsprozent Toluol und nach 24 Stunden 200 mg Harn- 
stoff hinzugefiigt. Eins von diesen Probierglisern wird gleich nach dem 
Harnstoffzusatz mit 0,2 n HCl abtitriert, die iibrigen fiinf aber nach drei- 
stiindigem Aufenthalt im Thermostaten bei 45 bis 47°C. Als erste Kontrolle 
dient dieselbe Bouillonkultur mit Toluol, jedoch ohne Harnstoffzusatz. 
10 cem dieser KontroljJkultur werden am Anfang des Versuchs titriert; die 
anderen 10 ccm nach dreistiindigem Stehen im Thermostaten. Als zweite 
Kontrolle wird sterile Fleisch-Peptonbouillon mit 1 Proz. Harnstoff ver- 
wendet. Diese Bouillon wird auch am Anfang des Versuchs, sowie nach 
dreistiindigem Aufenthalt im Thermostaten titriert. 





Menge der 0.2n HCl, die zur Neutralisation | 


von je 10 com Flissigkeit erforderlich war Menge 


des zersetzten 
Harnstoffs **) 





Zeit Parallele 


Versuch *) Kontrollen 
com com mg 
Anfang des a 19,0 ' 
Versuchs b 1. 19.0 ' 
c 2. 3,0 
d 
e 
f 
Nach 3 Std. b 52,3 199.8 
ce 52.2 1, 19,0 199.2 
d 52.4 2. 30 200.4; 199,9 t) 
e 52.35 200,1| 
f 52.4 200,4 


*) Spezielle Analysen zeigten, daf Toluol wirklich alle Bakterienkeime abgetétet hatte und 
daB die Kulturen bis zum Ende des Versuchs steril blieben. Dasselbe wurde auch bei allen 
unten angefibrten Versuchen beobachtet. 

**) Die Menge des zersetzten Harnstoffs wurde nach der Menge des gebildeten Ammon- 
carbonats bestimmt, und zwar folgender Forme! gemif§: (NH2)2CO + 2 H,O = (NHy)gCOs. 

+) Die Differenz zwischen der hinzugefiigten und [der vergorenen Harnstoffmenge liegt in 
den Fehlergrenzen der Analyse. 


schiedenen harnstoffspaltenden Bakterien entdeckt'). Aber nach 
Beijerinck?) kénnen einige Bakterien, die keine Urease bilden, auch 
Harnstoff zersetzen. Dies beobachtete er in den Kulturen lichtprodu- 
zierender Meeresbakterien (Photobacter luminosum, Photobacter 
indicum und bei den Varietiten des letzteren, Photobacter splendidum 
und Photobacter splendor maris). Fiir solche Erscheinungen, bei denen 
die Funktion des Ferments durch eine katalytische Wirkung des 


1) Pasteur und Joubert, C. r. Acad. Scienc. 88, 5, 1876; P. Miquel, Ann. 
d. micrograph. 5, 371, 1893; C. r. Acad. Science. 111, 397, 1890; W. Leube, 
Arch. f. pathol. Anat. u. Physiol. 100, 540, 1895; M. W. Beijerinck, Centralbl. 
f. Bakt. 2, 7, 33, 1901; J. Moll, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 2, 344, 
1902; M. Jacoby, diese Zeitschr. 84, 354, 1917. 

2) M. W. Betjerinck, Centralbl. f. Bakt. 2, 7, 33, 1901. 
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Tabelle II. 
Dreitagige Kultur des Urobac. hesmogenes in Fleisch-Peptonbouillon 
mit 1 Proz. Harnstoff, in der der letztere véllig zersetzt worden ist. Die- 
selben Versuchsbedingungen wie in Tabelle I. 








Menge + 0,2n Be. o out estetiastien Menge 
Zeit Reatity fevcdsngenctenatenpaccadirenprcnnd| Rien 
Versuch Kontrollen Harnstoffs 
com ccm mg 
Anfang des a 19,0 
Versuchs b 1. 19.0 
c 
d 2. 3,0 
e 
f 
Nach 3 Std. b 52.4 200,4 
ce 52,35 1, 19,0 200,1 
d 52,35 2 30 200,1 ; 200,16 
e 523 199'8 
f 52.4 200,4 


Tabelle III. 
Fiinftagige Kultur des Urobact. amylovorum in Fleisch-Peptonbouillon 
mit 1 Proz. Harnstoff, in der der letztere véllig zersetzt worden ist. Die- 
selben Versuchsbedingungen wie in Tabelle I. 





Menge der 0,2.n HCl, die zur Neutralisation Menge 
von je 10 ccm Flissigkeit erforderlich war pa ee 
™ ae Versuch Kontrollen Harnstoffs 
ccm ccm mg 
Anfang des a 18,7 
Versuchs b 
c 1. 18,7 
d 
e 2. 3,0 
f 
Nach 3 Std. b 52,0 199.8 
c 52,05 1. 18,7 200,1 
d §2,1 2. 30 200,4 ; 200,16 
e 52,1 200.4 
f 52,05 200,1 


lebenden Plasmas ersetzt wird, schlug Beijerinck die Benennung 
Katabolismus vor. Benecke!) erhob die Frage, ob die Bildung von 
Milch-, Essig-, Butter- usw. Saiure das Werk von Enzymen auch bei 
solchen Formen sei, welche diese Stoffe nur voriibergehend und in 
geringfiigigem MaBe ausbilden. Seiner Meinung nach ist es wohl auch 
méglich, daB da, wo derartige Stoffe nur in kleiner Menge gebildet 


1) Wilhelm Benecke, Bau und Leben der Bakterien, 8. 445, 1912. 
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Tabelle IV. 
Sechstagige Kultur des Urobact. citrophilum in Fleisch-Peptonbouillon 
mit 1 Proz. Harnstoff, in der der letztere véllig zersetzt worden ist. Die- 
selben Versuchsbedingungen wie in Tabelle I. 








Menge der 0,2n HCl, die zur Neutralisation 


. von je 10 ccm Flissigkeit erforderlich war ion —— 
Zeit Parallele - ee Harnstoffs 
Versuch Kontrollen 
com ccm mg 
Anfang des a 18,6 
Versuchs b 
c . 186 
d 
e 3,0 
f 
Nach 3 Std. b 52.0 200,4 
c 51,9 . 186 199.8 
d 51,95 3,0 200.1; 199,9 
e 51.9 199.8 
f 51.9 199.8 
Tabelle V. ! 


Siebentagige Kultur des Urobact. aerophilum in Fleisch-Peptonbouillon 
mit 1 Proz. Harnstoff, in der der letztere véllig zersetzt worden ist. Die- 
selben Versuchsbedingungen wie in Tabelle I. 





Menge der 0,2n HCl, die zur Neutralisation 


von je 10 ccm Flissigkeit erforderlich war des — 
Zeit Parallele “Se - le _—— Harnstoffs 
ccm ccm mg 
Anfang des a 18,5 
Versuchs b 
e 18.5 
d 
e 2.9 
f 
Nach 3 Std. b 415 138.0 
c 41.3 18,5 136.8 
d 41,45 137,7 ; 137,2 
e 413 2,85 136.8 
f 413 136.8 


werden, das lebende Protoplasma selbst ihre Bildung bewirkt und nur 
da, wo groBe Mengen auftreten, Enzyme ausbildet und tatig sein laBt. 

Im Zusammenhang damit war es nicht ohne Interesse zu erklaren, 
ob die Urobakterien des Chadjibeylimans, zwischen denen, wie oben 
gezeigt, nicht nur kraftige, sondern auch relativ schwache Harnstoff- 
spalter vorhanden sind, Urease bilden. Die in dieser Richtung an- 
gesteliten Versuche bestanden darin, daB die Keime in den Bouillon- 
kulturen dieser Bakterien durch Toluol abgetétet wurden. Nach dem 
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Tabelle VI. 


Sechstagige Kultur der Urosare. psychrocarterica in Fleisch-Pepton- 
bouillon mit 1 Proz. Harnstoff, in der der letztere véllig zersetzt worden ist. 
Dieselben Versuchsbedingungen wie in Tabelle I. 





Menge der 0,.2n HCl, die zur Neutralisation Menge 
von je 10 com Flissigkeit erforderlich war én: aeons 
= omens Versuch Kontrollen Herastofts 
com ccm mg 
Anfang des a 18,7 
Versuchs b 1, 18,65 
c 
d 
e 2. 30 
f 
Nach 3 Std. b 52,0 1, 18,7 199.8 
Cc 52,0 199.8 
d 52.05 2. 3,0 200.1} 200,04 
¢ 5211 200,4| 
f 52.05 200.1 


Zusatz von Harnstoff wurden dann diese Kulturen in einen Thermo- 
staten bei dem Temperaturoptimum der Urease (45 bis 47° C) gestellt. 
Im Falle der Harnstoffzersetzung kénnte man das Vorhandensein von 
Urease in diesen Kulturen als bewiesen betrachten. Die Resultate 
dieser Versuche sind in Tabelle I bis VI angefiihrt. 

Die Harnstoffzersetzung in den in Tabelle I bis VI angefiihrten 
Versuchen weist darauf hin, daB alle oben genannten Bakterien in 
Fleisch-Peptonbouillon mit 1 Proz. Harnstoff Urease bilden. 


Es ist bekannt, daB die Zusammensetzung des Nihrmediums einen 
tinfluB auf die Fermentbildung bei Bakterien ausiibt. Die letzteren 
erzeugen manchmal bestimmte Fermente nur dann, wenn fiir diese 
Fermente ein Bediirfnis entsteht, und héren wieder auf sie zu produ- 
zieren, wenn ihr Vorhandensein nicht mehr nétig ist. 


So z. B. bildeten in den Versuchen von Brunton und Mac Fayden') die 
im Medium mit Starke aufgewachsenen Bakterien Amylase, nicht aber 
in solchem mit Gelatine ohne Starke. Wortmann*) beobachtete Amylase- 
bildung durch Bakterien nur dann, wenn Starke als einzige Kohlenstoff- 
quelle diente. Schon eine Spur von weinsaurem Ammon verhinderte die 
Starkeassimilation. Im Dextrosemedium produziert Bac. amylobacter 
keine Cytase*). Nach Fermi*) findet bei verschiedenen Fiaulnisbakterien 
die Proteasenbildung in eiweiBlosen Substraten nicht statt. 


1) Brunton und Mac Fayden, Proc. Roy. Soc. 46, 542, 1889. 
2) Wortmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 6, 287, 1882. 

3) W. Pfeifer, Ber. Sachs. Ges. math.-phys. K]. 1896, S. 513. 
4) Fermi, Centralbl. f. Bakt. 10, 13, 1891. 
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Im Zusammenhang damit verdient die Frage, ob Bakterien Urease 
auch bei Nichtvorhandensein von Harnstoff bilden, Aufmerksamkeit. 
Da die Urobakterien des Chadjibeylimans, auBer der Urosarcina 
psychrocarterica, auf gewéhnlicher Bouillon ohne Harnstoff- oder 
Ammoncarbonatzusatz nicht gedeihen, so wurden sie in Bouillon mit 
0,1 Proz. (NH,),CO, bei 20 bis 24°C kultiviert. 

Tabelle VII. 

Zehntagige Kulturen in Fleisch-Peptonbouillon mit 0,1 Proz. (N H,),C Os. 
Dieselben Versuchsbedingungen wie in Tabelle I, nur die Kulturen werden 
nach fiinfstiindigem Stehen im Thermostaten (bei 45 bis 47° C) abtitriert. 
Als erste Kontrolle dient eine von diesen Kulturen mit Toluol, aber ohne 
Harnstoffzusatz. Als zweite Kontrolle wird sterile Fleisch-Peptonbouillon 
mit 0,1 Proz. (NH,),.CO, verwendet. 














Menge der 0.2n HCl, die zur 








Neutralisation = » ~ ccm ‘ Menge 
Zeit pees | Panattate |_| cee 
Versuch Kontrollen 
com ecm mg 
Anf,. des 4,05 1. 4,05 
Versuchs 2. 3,0 
Nach Urobac. psy- a 11,55 45,0 
5 Std.*) | chrocartericus b 11,05 1. 4,05 42.0 
c 11,75 46,2; 44,64 
d 11,75 2. 3,0 46,2 
e 11,35 43,8 
Urobac. a 9,05 30,0 
hesmogenes b 9,0 29,7 | 
c 8,9 29,1; 29,64 
d 8.9 29,1 
e 9,1 30,3 
Urobact. a 8.5 26,7 
amylovorum b 8,55 27,0 
¢c 8,7 27,9, 26,94 
d 84. 26,1 
e 8,55 27,0 
Urobact. a 7,15 18,6 
citrophilum b 7.3 19,5| 
c 7,2 18,9; 19,14 
d 7,2 18,9| 
e 7,35 19.8 
Urobact. a 6,65 15,6 
aerophilum b 6,7 15,9 
c 6,85 16,8; 15,9 
d 6,45 14,4 
e 6,85 16,8 
Urosare, psy- a 65 14,7 
chrocarterica b 6,45 14,4 | 
c 6,6 15,3) 14,88 
d 6.6 15,3 
e 65 14,7 


*) Die Menge des zersetzten Harnstoffs erreichte nach 5 Stunden ihr Maximum. 
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Wie aus Tabelle VII ersichtlich, fand die Harnstoffzersetzung in 
den Ammoncarbonatbouillonkulturen der oben genannten Bakterien, 
in welchen alle Keime durch Toluol abgetétet worden waren, statt. 
Also bildeten diese Bakterien Urease auch bei Nichtvorhandensein von 
Harnstoff. Jedoch war die Menge des gebildeten Ferments nicht groB, 
weil in je 10 cem der Bouillonkultur nur folgende Quantitaten Harnstoff 
vergoren wurden: 


Bei dem Urobac. psychrocartericus . ... . 44,64mg 
c »» Urewac. hesmememes. ......-- SRS, 

a ‘ Urobact. amylovorum. .... . . 26,94 ,, 
o ss Usobact. citrophilum ....... 10,14 ,, 
» Urobact. eevophilum ...... . 16,0 ,, 

», der Urosare. psychrocarterica .... . 14,88 ,, 


Da die Urosarcina psychrocarterica in gewéhnlicher, gegen Lackmus 
alkalischer Fleisch-Peptonbouillon sogar ohne Ammoncarbonat- oder 
Harnstoffzusatz wichst, so wurde ihre Kultur in diesem Medium auch 
auf Urease untersucht. Die Resultate erwiesen sich als positive, und 
zwar zersetzten je 10 ccm dieser Kultur, in der alle Keime durch Toluol 
abgetétet worden waren, etwa 15 mg Harnstoff. 


Weitere Untersuchungen iiber Ureasebildung bei Nichtvorhanden- 
sein von Harnstoff bestanden darin, daB die in Fleisch-Peptonbouillon 
mit 0,1 Proz. (NH,),CO, aufgewachsenen Urobakterien in ein Medium 
von derselben Zusammensetzung tiberimpft wurden, daraus, nachdem 
sie sich dort entwickelt hatten, wieder in ebensolches harnstoffloses 
Medium usw. Auf diese Weise wurden fiinf nacheinanderfolgende 
Generationen dieser Bakterien erhalten, deren Ureasebildungsfahigkeit 
untersucht wurde. Jede Generation war 10 Tage alt (Tabelle VIII). 

Wie aus Tabelle VIII ersichtlich, entkraftigte sich das Urease- 
bildungsvermégen bei fiinf nacheinanderfolgenden, in harnstofflosem 
Medium aufgewachsenen Generationen dieser Bakterien nicht 
merklich. 


In den oben geschilderten Versuchen wurde Urease in alten, zehn- 
tagigen Kulturen konstatiert. Es war aber von Interesse, die Urease- 
bildung bei Nichtvorhandensein von Harnstoff in einer Abhangigkeit 
vom Alter der Bakterienkulturen zu untersuchen. 


Dazu wurden die Urobakterien des Chadjibeylimans in Fleisch-Pepton- 
bouillon mit 0,1 Proz. (NH,), CO, bei 20 bis 24° C kultiviert; zu je 100 cem 
in 150-cem-Erlenmeyerkolben. Daraus wurden taglich, vom Anfang der 
merklichen Bakterienentwicklung an, je 10 ccm Fliissigkeit genommen und 
auf Urease in der schon oben beschriebenen Weise analysiert. Die Resultate 
dieser Analyse sind in Tabelle IX angefiihrt. 
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Tabelle VIII. 
H,),C O,. 


Dieselben Vessnshahedingmnge wie in Tabelle VII. 











“Menge des | in je 10 cc com Medium : zersetzten Harnstoffs 





























— 
Benennung =  1.Genee | 2Gene | 3Gene- | 4 Gene. 5, Genes 
der Bakterien i ration ration | ration ration ration 
hee mg mg mg mg mg 
Urobac. psy- | a | 45,0 | 42.5 43,5 46,0 43,2 
chrocartericus  b 440| | 46, if 445 43, 46.1] 
ce | 42:3'44,7 | 45,0'4462/445'445 4455447 46.2'445 
d | 46,0 43.5 45,3 445 44.0 
e |442 46,0 44.6 445 43,0 
Urobac. a | 30,1 28,7 29.1 30,1 
hesmogenes b | 27| 2, 28,9 30,2 29 203 
ec | 29,6°29.46 30 2 29,9'29.08 | 30,3'29.4 29.5 
d 30.2 i 20,9) 20,0 29 2 
e | 30,0 28. 9 28,0 28.4 29.1 
Urobact. a | 269 26,4 26,7 27,1 
amylovorum b 26'8| Ela 25,3| 25,9 27 z0| 
e | 27,1'26,52 25 25,9'26,04 26,1'26,14 026.8 
d 25.8 zi" 25, 20. 
e | 26,0 26,7 25.9 RY : 
Urobact. a /19,1 a 19,4 17,0); 19.0 
citrophilum b 18,| 20,0 193| 16,3] 18 s| 
ce | 18,6°18,8 —19,0519,16 | 19,1519,26  19,0517,34 | 18,6519,22 
d 1900 1809 190 7.4 19. | 
e 189 19,4 19.0 17,0 / 20.1 
Urobact. a | 16,1 12.4 13,6 13,0 15,9 
aerophilum | b 153| 1 i3| 14.3| 120| 16 3| 
e | 15,7)15,8 | 12,2512,32 14,2513,94 13,6)13.4 16,1415,88 
d 157 1st 133 140 15, 4 
e | 15,7 11,9 13,9 14,4 15,4 
Urosare, psy- a | 15,1 13,4 13,6 15,2 14,7 
chrocarterica |b aids| 13,6] ° 140| 143| 15,4| 
ce | 14,714.78 | 13,2413,72  13,7513,86 14,3414,36 15,1514.86 
d 147 150 1338 140 14 | 
e | 146 13.6 14.2 14.0 144 
Tabelle IX. 
a Menge des in je 10 ccm Medium zersetzten Harnstoffs 
——- Urobac. Urobac. | Urobact. Urobact. | Urobact. Urosarc. 
psychrocart. hesmogenes | amylovorum | citrophilum | acrophilum _ psychrocart. 
Tage mg mg mg mg mg mg 
1 5,3 49 4,0 = om 
2 39.9 20,1 1905 | 87 0,3 — 
3 44.8 29'6 26.7 17.3 3.7 0,6 
4 44.8 29,55 26,7 19,25 | 8,1 64 
5 44.8 29.6 26,65 19,25 14,05 12.95 
6 om ui =~ i oe | mae 14.0 
. ne ot a pee 15,6 14,7 
s = om ao ft - 15,6 14,65 
9 _ —_ -_ | — 14,7 
10 44.8 29.6 26,7 19,25 15,55 14,7 
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Wie Tabelle IX zeigt, erreichte die Menge der gebildeten Urease ihr 
Maximum 


bei dem Urobac. psychrocartericus . . in 3tagiger Kultur 
<< ws. ee, wenn. . . « « on Oe on ne 
o o wUrcoact. Quuyloworum ..... » 3 «x *” 
» oo Orobact. cltropivilum. .... » 4 a 
a »  Urobact. aerophilum..... , 6 ,, af 
» der Urosare. psychrocarterica. .. ,, 7 ,, ie 


Aus allem Vorhergehenden kann man zum SchluB kommen, daB8 
die Urobakterien des Chadjibeylimans Urease sogar bei solchen Be- 
dingungen produzieren, bei welchen dieses Ferment eine Anwendung 
fiir seine Wirkung nicht findet. Analoge Beispiele, die sich auf 
einige andere Fermente beziehen, sind in der bakteriologischen Literatur 
vorhanden. So z. B. bildet der Bac. prodigiosus und der Bac. pyocyaneus 
ein proteolytisches Ferment auf eiweiBfreiem Medium mit Glycerin’). 
Fermi und Montesano?) beobachteten die Invertaseerzeugung bei Nicht- 
vorhandensein von Saccharose. Nach Katz*) bildet der Bac. subtilis 
Diastase nur bei Gegenwart von Pepton usw. In diesen Fallen werden 
die Bakterien verschwenderisch, indem sie Fermente ausbilden, fiir 
deren Entstehung kein Bediirfnis vorliegt. 


1) C. Fermi, Centralbl. f. Bakt. 10, 13, 1891. 
2) C. Fermi und G. Montesano, ebendaselbst ITI, 1, 482. 1895. 
3) O. Katz, ebendaselbst 9, 157, 1891. 
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Uber die Wirkung des Insulins auf den Blutzucker in vitro. 


Von 
Elisabeth Miiller. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Hamburger Universitat, 
Krankenhaus St. Georg.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1926.) 


Eine Reihe von Autoren hat in letzter Zeit die Aufmerksamkeit 
darauf gelenkt, daB die Permeabilitat der roten Blutkérperchen fir 
Zucker durch Insulin verandert wird. Die ersten Versuche in dieser 
Richtung bringen Hdusler und Léwi'), die an Fluoridblut arbeiteten. 
Ahnliche Angaben macht neuerdings Secker?). 

Es erhebt sich die Frage, ob diese Wirkung des Insulins von 
prinzipieller Bedeutung fiir die Erklarung des Mechanismus der Insulin- 
wirkung ist. Man miiBte annehmen, daB, genau wie die roten Blut- 
kérperchen, auch die anderen Zellen des Organismus fiir Zucker durch- 
lassig werden und dadurch der Zucker aus dem Blute in die Gewebe 
verschwiinde. Wire dies der Fall, so miiBte also unter Insulin zwar der 
Zuckergehalt des Blutes, nicht jedoch der Zucker der Gewebe ab- 
nehmen, letzterer miiBte sogar unter Umstinden zunehmen. Um 
dariiber Auskunft zu erhalten, stellten wir folgenden Versuch an: 

Einer Ratte wird aus der Schwanzvene Blut zur Blutzuckerbestimmung 
und gleichzeitig unter Chloréthyl-Spray ein Stiick Muskulatur des Ober- 
schenkels entnommen. Die Ratte bekommt dann Insulin subkutan und 
wird 2 Stunden spiter getétet. 


Die Resultate dieser Versuche zeigt die Tabelle I. 








Tabelle I. 
Ratte I, 20g Ratte II, 200g 
Blutzucker Muskelzucker Blutzucker Muskelzucker 
Proz. Proz. Proz. Proz. 
Vor Insulin. . . . . 0,182 0,119 0,140 | 0,138 


Nach Insulin... . 0,052 0,078 0,049 0,084 


1) Pfliigers Arch. 210, 238, 1925. 
2) Journ. of Physiol. 60, 286, 1925. 
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Aus ihr geht hervor, daB nicht nur der Blutzucker, sondern auch der 
Zuckergehalt des an Masse gréB8ten Organs, der Muskulatur, unter 
Insulinwirkung abnimmt. Zu einem Ahnlichen Resultat kommen 
iibrigens auch Lesser, Bissinger und Zipf in ihren Versuchen, aus denen 
hervorgeht, da nicht nur der Blutzucker, sondern der Zucker des 
ganzen Kérpers unter Insulin abnimmt. Es ist also unméglich, das 
Wesen der Insulinwirkung auf Permeabilitétsinderungen der Zellen 
ohne weitere Hilfshypothesen allein zuriickzufiihren. 

Eine andere Frage ist, wie man sich zu der Tatsache der Per- 
meabilitatsinderung iiberhaupt stellen soll. Die Permeabilitat der 
roten Blutkérperchen ist bekanntlich durch sehr viele Agenzien sehr 
leicht zu beeinflussen, so daB jahrzehntelang sich die ernsthaftesten 
Untersucher iiber die scheinbar so einfache Frage stritten, ob die roten 
Blutkérperchen Zucker enthalten oder nicht. Der Zustand der kern- 
losen, roten Blutkérperchen der Siugetiere ist offenbar so labil, daB 
schon die geringsten Einfliisse ihre Zellmembran weitgehendst beein- 
flussen. Sehr viel ahnlicher in ihren Lebenserscheinungen den iibrigen 
Zellen des Kérpers sind die kernhaltigen Blutkérperchen der Vogel. An 
ihnen wurden einige Versuche iiber die Zuckerpermeabilitaét angestellt. 

Es wurde dabei das Blut (Gianseblut) mit einer kleinen Menge Ringer 
(0,2 cem auf 10 ccm Blut: Kontrolle) bzw. mit der gleichen Menge insulin- 
haltigem Ringer versetzt. Das Blut wurde zum Teil in relativ kurzer Zeit 
(etwa 15 Minuten), zum Teil nach zweistiindigem Stehen im Brutschrank 
bei 37° verarbeitet. Giinstig war dabei besonders die Tatsache, daB Ganse- 
blut in dieser Zeit keine Glykolyse zeigt. Wir benutzten fast immer Blut, 
das durch Riihren mit einem Glasstab defibriniert war. In einigen Fallen, 
die nicht in der Tabelle aufgefiihrt sind, die aber die gleichen Resultate 
ergaben, benutzten wir Oxalatblut. 


Tabelle II. 


Defibriniertes Ganseblut. Auf 100 cem Ganseblut 8 Einheiten Insulin Boots. 








*  Normalblut Insulinblut 
Dem Blut- | Serums, Blut- Serums = = 2 | Bomestangen 
zucker | zucker || zucker zucker Zuckere Zucker- 
zunahme zunahme 
12. X. 0,147 | 0,199 0,148 | 0,195 + 0,001 — 0,004 | 
22. X. 0,165 | 0215 0,161 | 0.211 —0,004  —0,008 | 
30. X. | 0,144 | 0,208 0,142 0,205 —0,002 — 0,003 | Dasselbe Blut, 
30. X. 0,143 | 0,206 0,140 0,207| —0,003 | + 0,001 | nachdem es 2 Stdn 
7. X. 0,147 0,185 0,151 0,180) + 0,004 | —0,005 Sofort 
27. X. 0156 0.181 0,147 0,183 —0,009 | + 0,002 Nach 2 Stunden 
° Brutschrank 
20.XT. 0,147 0,202 | 0,149 0,206 | + 0,002 | + 0,004 Sofort 
20. XI. 0,139 0,191 | 0,142 0,189 + 0,003 | —0,002 Nach 2 Stunden 
Brutschrank 
23. XI. 0,142 0,178 0,143 | 0,176 + 0,001 | —0,002 Sofort 
23. XI. 0,139 | 0,161 0,137 | 0,159 +.0,002 | —0,002 Nach 2 Stunden 
. ' Brutschrank 
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Aus unseren Versuchen (s. Tabelle I1) ergibt sich klar, daB durch 
Insulin der Zuckergehalt des Blutes und des Blutserums nur innerhalb 
der Fehlerquellen der Hagedorn-Jensenschen Blutzuckermethode ver- 
aindert wird, und zwar liegen die Ausschlige manchmal nach der 
negativen, manchmal nach der positiven Seite. Die Permeabilitat der 
Ganseblutkérperchen fiir Zucker wird also durch Insulin nicht beeinfluBt. 


Secker') hat angegeben, daB durch Insulin nicht nur die Permeabilitat 
fiir Zucker, sondern auch fiir Kochsalz geaéndert wird. Wir haben auch 
diese Versuche an Ganse- und Hundeblut nachgepriift und erhielten zuerst 
widersprechende Resultate. Erst als wir daran gingen, das Blut jeweils mit 
Luft zu sattigen und dadurch eine konstante CO,-Tension im Blute er- 
zielten, bekamen wir gleichmaBige Resultate, die in Tabelle ITT niedergelegt 
sind. Der konstante CO,-Gehalt ist deswegen notwendig, weil bei ab- 
nehmender CQ,-Spannung Cl-Ionen aus den Blutkérperchen in das Serum 
wandern. Wir bestimmten das Kochsalz im Blute wie im Serum nach der 
Methode von Ruszniak, die uns im allgemeinen gute Resultate gab. 


Tabelle IIT. 





Normalblut, Na Cl-Proz Insulinblut, Na Cl+Proz. 
Datum Insulin in Bemerkungen 

Blutart Blut § Serum Blut Serum 100cem Blut 

Einheiten 
19.X. Hund 0,571 | 0.796 0,573 0,744 8 
20.X. =, 0.541 | 0,732 0,524 0,721 s 
22.X. Gans | 0,553 0,700 0,534 0,694 3,8 Luftgesattigt 
23.X. ., | 0,487 0,629 0,501 | 0,624 38 
23, X. ‘a 0,503 | 0,627 0,499 | 0,620 3.8 Nach 2 Stdn. Brutschrank 
23.X. Hund 0,525 | 0,758 0,501 | 0,738 3.8 Luftgesattigt 
26. X. A 0,501 0,740 0,614 | 0,782 8 " 
27.X. Gans) 0,505 | 0,629 0,501 | 0,520 s ° 
27. X. 0,521 | 0,647 0,507 | 0,638 s Luftgesittigt, 
nach 2 Stdn. Brutschrank 

29. X. » 0,534 0,700 0,525 | 0,702 20 


30.X. | 0,507 | 0,661 0,492 | 0,655) 10 


Die Kochsalzwerte im Blute und Serum zeigt Tabelle II]; sie sind 
innerhalb der Fehlergrenzen die gleichen mit und ohne Insulinzusatz 
mit einer Ausnahme (Versuch vom 26. Oktober 1925), bei dem der 
Unterschied allerdings umgekehrt ist, als man nach der Theorie von 
Secker annehmen kénnte. Einen EinfluB des Insulins auf die Permeabilitat 
der roten Blutkérperchen fiir Kochsalz haben wir also nicht feststellen 
kénnen. 


4) lc. 
Biochemische Zeitschrift Band 175. : 32 














494 EK. Miiller: 


Von einigen Forschern wird angenommen, daf Insulin die Fihig- 
keit besitzt, in Gegenwart von Muskel- oder Leberbrei die Glykolyse 
des Blutes zu verstarken. So machen E£. F. Miiller, H. Wiener und 
R. Wiener’) diese ,,bekannten Versuche“ zum Ausgangspunkt weit- 
gehender Erérterungen. Wir haben einige Beobachtungen angestellt, 
um diese Frage zu kliren. 


Unsere ersten Versuche stellten wir so an, daB wir in einem Lapatieschen 
Zerkleinerungsapparat Stiickchen einer Hundeleber, die ganz frisch einem 
durch Entbluten getéteten Hunde entnommen war, zu Brei preBten und 
eine kleine Menge dieses Breies zu der 25fachen Menge frischen Blutes 
desselben Hundes zusetzten. Es fand sich nun in diesen Blutproben iiber- 
haupt keine Glykolyse, wenn man sie einige Stunden im Brutschrank 
stehen lieB, sondern im Gegenteil eine Erhéhung des Blutzuckers. Offenbar 
war also im Leberbrei noch eine betrachtliche Glykogenolyse eingetreten, 
die die Glykolyse des Blutes verdeckte. Ein Unterschied zwischen diesen 
Blutproben und denen, die gleichzeitig noch mit Insulin versetzt waren, 
war nicht zu erkennen. Wir haben es daher vorgezogen, statt Leberbrei 
Muskelbrei zu benutzen, wobei wir die Versuchsanordnung genau so lieBen 
wie bei den Versuchen mit Leberbrei. 


Muskelbreiversuche, 


1. Versuch vom 2. Dezember. 
a) 10 cem Hundeblut + 0,4 cem Muskelbrei + 0,2 cem physiologischer 
NaCl-Lésung. 


b) 10cem Hundeblut + 0,4cem Muskelbrei + 0,2 cem LOproz. Insulin in 
physiologischer NaCl-Lésung (auf 100ccem Blut 4 Einheiten Insulin). 








Sofort 1 Stunde im Brutschrank | 

Blutzucker Serumzucker Blutzucker Serumzucker | 
Proz. | Proz. Proz. Proz. 
wits ky oe 0,108 0,131 0,058 0,032 
es kon koe oe 2 0,110 0,130 0,054 0,032 


2. Versuch vom 10. Marz. 


a) 10cem Hundeblut + 0,5cem Muskelbrei + 0,4 cem physiologischer 
NaCl-Lésung. 

b) 10cem Hundeblut + 0,5 cem Muskelbrei -+ 0,4cem 10proz. Insulin in 
physiologischer NaCl-Lésung (auf 100 ccm Blut 8 Einheiten Insulin). 





Sofort 2 Stdn. im Brutschrank 
Blutzucker Blutzucker 
Proz. Proz. 
ee «a 6 8\da8 ee ed 9,121 0,063 
cen 6S a oe te Oe 0,125 0,064 


1) Miinch. med. Wochenschr. 26/27, 1925. 
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Aus diesen Versuchen geht hervor, da8 ein Unterschied in der 
Glykolyse zwischen den Proben mit und ohne Insulin nicht besteht, 
ferner, daS auch bei dieser Versuchsanordnung die Verteilung des 
Zuckers zwischen Kérperchen und Serum nicht verindert wird. 


Zusammenfassung. 
1. Die Permeabilitat der Gianseerythrocyten fiir Traubenzucker 
und fiir Cl-Ionen wird durch Insulin nicht beeinfluBt. 


2. Wihrend der Insulinhypoglykamie sinkt auch der Zuckergehalt 


der Gewebe. 
3. Die Glykolyse des Blutes bei Gegenwart von Muskelbrei wird 
durch Insulin nicht beeinfluBt. 
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